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1.1 Das zelluläre Prionprotein (PrPC) 
 
Die Grundlage aller Prionerkrankungen, wie beispielsweise der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (CJD) bei Menschen oder der Bovinen Spongiformen Encephalopathie (BSE) 
bei Rindern ist die Fehlfaltung des zellulären Prionproteins, das auch als PrPC bezeichnet 
wird. Prionerkrankungen werden auf Grund ihrer Übertragbarkeit und Pathologie im 
Englischen auch als Transmissible Spongiform Encephalopathie (TSE) bezeichnet. Der 
zentrale Vorgang im Zusammenhang mit der Erkrankung ist die konformationelle 
Umwandlung von PrPC in die infektiöse Isoform PrPSc .  
PrPC, das beim Menschen aus 253 Aminosäuren (AS) besteht, wird vom PRNP-Gen 
kodiert und befindet sich auf Chromosom 20. Maus Prnp ist auf Chromosom 2 lokalisiert 
und kodiert für 254 AS. (Liao et al., 1986; Sparkes et al., 1986). Die im Rahmen dieser 
Arbeit verwendete AS-Nummerierung bezieht sich auf das murine PrPC.  
Während der Proteinsynthese am Endoplasmatischen Retikulum (ER) werden sowohl die 
22 AS lange N-terminale als auch die 23 AS lange C-terminale Signalsequenz 
abgespaltet. Dafür wird an ein Serin in Position 231 ein Glykoinositolphospholipid (GPI)-
Anker angefügt, durch den das reife PrP mit der äußeren Zell-membran verbunden ist 
(Stahl et al., 1987). An der Zellmembran ist PrP überwiegend in cholesterol-reichen 
Membrankompartimenten, den sog. „Lipid-rafts“, lokalisiert. Eine weitere 
posttranslationale Modifikation des Proteins ist die Anheftung von Zuckerketten an die 
Asparagine an den Positionen 181 und 197. Damit kann PrP un-, mono- als auch 
diglykosyliert vorliegen, wobei alle drei Formen gleichermaßen in der Zelle vorkommen 
(Endo et al., 1989; Haraguchi et al., 1989; Linden et al., 2008). PrP wird konstitutiv 
exprimiert und kommt vor allem in Neuronen, aber in geringen Mengen auch in Lungen-, 
Herz-, Nieren- und Pankreasgewebe, sowie in weißen Blutzellen und Thrombozyten vor 
(Bendheim et al., 1992; Perini et al., 1996). Trotz der ubiquitären Präsenz von PrPC ist die 
physiologische Funktion noch nicht vollständig aufgeklärt. Möglicherweise ist PrPC bei der 
Bindung von Kupfer-Ionen und/oder in neuroprotektiven Signalwegen involviert (Chiarini 




Immunsystem und den programmierten Zelltod diskutiert (Bainbridge and Walker, 2005; 
Bounhar et al., 2001; Kuwahara et al., 1999; Mattei et al., 2004). Bemerkenswerterweise 
zeigen junge PrP-Knockout (PrP-KO)-Mäuse keinen spezifischen Phänotyp. Sie 
entwickeln sich normal und weisen lediglich einen veränderten Schlaf-Wach-Rhythmus 
auf (Bueler et al., 1992; Manson et al., 1994). Neuere Beobachtungen in alten PrP-KO 
Mäusen lassen schlussfolgern, dass PrPC vor allem eine neuroprotektive Rolle spielt und 
wichtig für die Erhaltung der Myelinschicht ist (Bremer et al., 2010). 
  
1.2 Die Struktur des Prionproteins 
 
PrPC ist das einzige bei der Umwandlung in PrPSc involvierte Element, dessen Struktur 
auf einem hochauflösenden Niveau charakterisiert ist. Mit Hilfe der 
Nuklearmagnetresonanz (NMR)-Spektroskopie war es möglich, zunächst die 
dreidimensionale Struktur von murinem Maus-PrP121-231 (Riek et al., 1996) und 
schließlich die des gesamten Proteins zu beschreiben (Riek et al., 1997). Demnach ist 
PrPC aus einer unstrukturierten N-terminalen Domäne (AS23-120) und einer globulären 
C-terminalen Domäne (AS 121-231) zusammengesetzt. Die N-terminale Domäne 
besteht, neben der bereits erwähnten Signalsequenz, aus einer Octa-Repeat-Region, die 
aus Motivwiederholungen von acht AS (PHGGGWGQ) besteht. Die Anzahl dieser 
Wiederholungen ist speziesabhängig und variiert von zwei bis sieben (van Rheede et al., 
2003). Eine Ausdehnung der Octa-Repeat-Region auf 13 Motivwiederholungen 
verursacht eine familiäre Form der CJD (Krasemann et al., 1995). Im Gegensatz zur 
unstrukturierten N-terminalen Domäne zeichnet sich die C-terminale Domäne von PrPC 
durch drei α-Helices und zwei antiparallel verlaufende β-Faltblätter aus. Die α-Helices 2 
und 3 werden von einer internen Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen 179 und 214 
stabilisiert (Riek et al., 1997). In Abbildung 1.1 ist die Sekundär- und die Tertiär-struktur 





Abb.1.1: Schematische Darstellung der Sekundärstruktur (A) und der Tertiärstruktur (B) des murinen PrPC. 
A) Das murine Prionprotein besteht aus 254 AS und umfasst die N-terminale Signalsequenz (AS 1-23) und 
die Octa-Repeat -Region (AS 51-90) am N-Terminus sowie den hydrophoben Kernbereich (AS 112-145), 
eine Disulfidbrücke zwischen Cysteinen 179 und 214, die Asparaginreste 180 und 196 für eine potentielle 
Glykosylierung und die Signalsequenz zum Anfügen des GPI-Ankers. Verändert nach (Brown, 2001) 
B) Die mittels NMR-Spektroskopie aufgelöste Tertiärstruktur zeigt zwei β-Faltblatt-Strukturen, (blaue Pfeile) 
drei α-Helices α1, α2 und α3 (orange), die unstrukturierten Abschnitte des C-Terminus (gelbe Linie) und die 
des N-Terminus (AS 23-121, gelbe Punkte) 
Verändert nach (Zahn et al., 2000) 
 
 
Im Gegensatz zu PrPC ist trotz vieler Modelle, die in den letzten Jahren vorgeschlagen 
wurden, weder die Struktur von PrPC-PrPSc- intermediären Produkten, noch die Struktur 
von PrPSc vollständig aufgelöst (Cobb et al., 2007; DeMarco and Daggett, 2004; Downing 
and Lazo, 1999; Govaerts et al., 2004; Huang et al., 1996; Langedijk et al., 2006; Mornon 
et al., 2002; Stork et al., 2005; Wille et al., 2009; Wille et al., 2002). Während die PrPC-
Struktur mittels NMR-Spektroskopie aufgeklärt wurde, sind selbst kleinere PrPSc-




klassische biophysikalische Methoden zugänglich. Zudem sind PrPSc Oligomere, bzw. 
Aggregate wasserunlöslich und bilden in Puffern, die für Strukturanalysen benötigt 
werden, nicht-kristalline Formen aus, die sich wiederum nur unter Hitze- und 
Chemikalienbehandlung wieder auflösen (Gabizon et al., 1987). Während des 
Aufreinigungsprozesses tendieren PrPSc Aggregate außerdem dazu, sich an andere 
Proteine, Lipiden oder AS zu heften, was das Risiko für Kontaminationen erhöht (Diringer 
et al., 1997).  
 
1.3 Vergleich zwischen PrPC und PrPSc und die Prion Hypothese  
 
Obwohl PrPC und PrPSc die gleiche Primärstruktur besitzen und die post-translationalen 
Modifikationen ebenfalls identisch sind, unterscheiden sich die beiden Isoformen in Bezug 
auf einige biochemische und biophysikalische Charakteristika (Stahl et al., 1993). Wie im 
vorherigen Abschnitt erläutert ist die Struktur von PrPSc bisher nur in Modellen 
beschrieben, dennoch ist klar, dass sie sich deutlich von der PrPC-Struktur unterscheidet. 
Während PrPC zu 42% aus α-Helices und nur zu 3% aus β-Faltblättern besteht, deuten 
NMR- und Fourier–Transformations-Infrarot-Spektroskopie auf einen geringeren Anteil 
von α-Helices in PrPSc Aggregaten hin (Baldwin et al., 1994; Castilla et al., 2005; Caughey 
et al., 1998; Caughey et al., 1991; Pan et al., 1993; Safar et al., 1993a). Surewicz et al. 
beschreiben in ihrem Modell, dass PrPSc-Aggregate keine α-Helices enthalten, sondern 
allein aus parallel-verlaufenden β-Faltblattstrukturen bestehen (Surewicz et al., 1993). 
Insgesamt verdeutlicht die Existenz der verschiedenen Modelle, wie wenig bis heute über 
die Struktur von PrPSc bekannt ist. Im Gegensatz dazu ist das klassische 
Unterscheidungsmerkmal zwischen PrPC und PrPSc die Resistenz gegenüber 
proteolytischem Verdau (Caughey and Raymond, 1991; Pan et al., 1993). PrPC ist durch 
die Behandlung mit Proteinase K (PK) vollständig abbaubar, während PrPSc partiell 
resistent gegenüber kontrolliertem PK-Verdau ist, so dass ein um den N-Terminus 
verkürztes Protein entsteht, das entsprechend seines Molekulargewichts als PrP27-30 
bezeichnet wird (Caughey et al., 1991). Darüber hinaus weist PrPSc auch gegenüber der 
Denaturierung durch Hitze, Harnstoff oder chaotropen Salzen  eine größere Stabilität als 




Die Unterschiede machen deutlich, dass PrP in zwei Isoformen existiert: Der nativen 
Form, dem PrPC und der krankheits-assoziierten Form, dem PrPSc. Die mittlerweile 
weitgehend akzeptierte Prion-Hypothese besagt, dass der TSE-Erreger ein sich selbst 
replizierendes, fehlgefaltetes und infektiöses Protein ist (Prusiner, 1998; Soto, 2011). 
Belege hierfür sind u.a., dass der TSE-Erreger, bzw. PrPSc, nicht durch Behandlungen 
inaktiviert wird, die zur Denaturierung von DNA eingesetzt werden (Alper et al., 1967). 
Trotz intensiver Forschung war es nicht möglich, DNA oder Viren im Zusammenhang mit 
PrPSc reproduzierbar nachzuweisen (Prusiner et al., 1984; Safar et al., 2005). Dagegen 
führt aufgereinigtes, PrPSc-haltiges Material zu einer Übertragung von TSEs (Safar et al., 
2005) wobei die Infektiosität abhängig von der eingesetzten PrPSc Konzentration ist. PrP-
KO Mäuse sind jedoch resistent gegenüber Prionenerkrankungen, unabhängig von der 
eingesetzten Dosis (Bueler et al., 1993; Mallucci et al., 2003). Ein weiterer in vitro 
gefundener Beweis für die Prion-Hypothese besteht in der Fähigkeit von PrPSc PrPC in 
einer autokatalytischen Reaktion zu konvertieren (Kocisko et al., 1994; Saborio et al., 
2001).  
 
1.4 PrPC-PrPSc Konversionsmodelle 
 
Für die Umwandlung von PrPC in PrPSc werden hauptsächlich zwei Modelle diskutiert, die 
schematisch in Abb. 1.2 dargestellt sind: Das sog. „Heterodimer-Modell“ (engl. refolding 
model) und das „Nukleationskeim-Modell“ (engl. seeding model). Beim Heterodimer-
Modell wird die spontane Umwandlung von PrPC zu PrPSc durch die hohe zu 
überwindende Aktivierungsenergie verhindert. Damit ließe sich das seltene Auftreten der 
sporadischen Form der CJD (sCJD) mit einem Fall pro 106 Individuen pro Jahr erklären 
(Kahana et al., 1974). Eine Infektion mit PrPSc könnte jedoch unter Bildung eines 
intermediären PrPC-PrPSc-Heterodimers die Aktivierungsenergie senken und die 
Umwandlung von PrPC in die fehlgefaltete, β-Faltblatt-reiche PrPSc-Struktur auslösen. 
Auch bestimmte Mutationen in Prnp können die spontane Umwandlung von PrPC 
begünstigen (Hsiao and Prusiner, 1990) Neu synthetisiertes PrPSc könnte wiederum 
weiteres PrPC rekrutieren. In diesem Prozess sind möglicherweise auch Chaperone und 




Beim Nukleationskeim-Modell besteht ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen 
PrPC und PrPSc, das zu Gunsten von PrPC verschoben ist. Durch einen Nukleationskeim 
(„seed“) wie PrPSc-Aggregate könnte endogenes PrPSc jedoch stabilisiert werden, so dass 
sich weitere PrPSc-Moleküle anlagern und sich Oligomere und Fibrillen bilden. Ein 
Auseinanderbrechen dieser Strukturen wäre die Quelle für neue Nukleationskeime, die 
zu einer schnellen Vervielfältigung von PrPSc führen würden (Caughey et al., 2009; Jarrett 
and Lansbury, 1993; Soto et al., 2006). Das Nukleationskeim-Modell wird durch in vitro 
Daten unterstützt, die zeigen, dass die Inkubation von PrPC mit PrPSc-Fibrillen zu einer 
hohen Umwandlungsrate führt, während die spontane Konversion zu PrPSc ein seltenes 
Ereignis ist (Soto et al., 2006) 
Abgeleitet von diesen beiden Konversionsmodellen wird ebenfalls diskutiert, ob PrPC und 
PrPSc als Dimere vorliegen, die entweder die Umwandlung von PrPC zu PrPSc katalysieren 
oder als Stabilisator für PrPSc, bzw. als Kristallisationskeim dienen könnten (Tompa et al., 
2002). Studien zeigten, dass PrP-Dimere sowohl unter physiologischen als auch 
pathologischen Bedingungen auftreten (Kocisko et al., 1994; Priola et al., 1995). Es ist 
noch nicht abschließend geklärt, welche PrPSc-Spezies für dessen Infektiosität 
verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang werden, mit Ausnahme von PrP-
Monomeren, verschiedene PrPSc- Spezies diskutiert (Caughey et al., 1997; Hope, 1994; 
Prusiner et al., 1990), wobei neuere Arbeiten zeigen, dass kleine Oligomere, 
zusammengesetzt aus 12-14 Monomeren, die höchste Infektiosität aufweisen (Silveira et 






Abb.1.2: Schematische Darstellung des Heterodimer-Modells (A) und des Nukleationskeim-Modells (B) 
A) Die spontane Umwandlung von PrPC (gelbe Quadrate) zu PrPSc (blaue Kreise) wird durch eine hohe 
Aktivierungsenergie-Barriere verhindert (oberer Abschnitt). Durch Infektion oder eine Mutation in Prnp 
hervorgerufenes PrPSc kann, unter Bildung eines PrPC-PrPSc-Heterodimers, eine Umwandlung von PrPC in 
PrPSc auslösen. Daraus resultiert ein PrPSc-Homodimer, der dissoziieren und weitere PrPC-Einheiten 
rekrutieren kann (unterer Abschnitt).   
B) PrPC (gelbe Quadrate) und PrPSc (blaue Kreise)  liegen in einem thermodynamischen Gleichgewicht vor, 
das zu Gunsten von PrPC verschoben ist (oberer Abschnitt). PrPSc kann durch einen Nukleationskeim 
(„seed“) stabilisiert werden, dies ist ein seltener und langsamer Vorgang. Ein wachsender Nukleationskeim 
ist in der Lage, weitere PrPSc-Monomere zu binden, auseinanderzubrechen und damit weitere 
Nukleationskeime zu generieren.  
Verändert aus (Weissmann et al., 2002) 
 
1.5 Beispiele für Prion-Erkrankungen 
 
Prion-Erkrankungen zeichnen sich allgemein durch eine lange, bis zu mehrere Dekaden 
umfassende Inkubationszeit aus, der eine relativ kurze Krankheitsphase folgt, die immer 
tödlich verläuft. Zu den klinischen Symptomen gehören meist eine schnell fortschreitende 
Demenz, hervorgerufen durch den massiven Verlust von Neuronen sowie motorische 
Defizite wie Ataxie und/oder Muskeltremor. Im Gehirn der betroffenen Individuen lässt 
sich fehlgefaltetes PrPSc nachweisen (Budka et al., 1995; Prusiner, 1998).  Die am 
häufigsten vorkommende humane Prion-Erkrankung ist CJD. Sie kann entweder 
sporadischen oder infektiösen Ursprungs oder genetisch bedingt sein. Etwa 85% aller 




Demenz und motorische Dysfunktionen wie Tremor, Spasmen und Lähmungen, aber 
auch Verhaltensauffälligkeiten wie Verwirrtheit und Depression. Die betroffenen Patienten 
sind meist zwischen 55 und 75 Jahren alt. Neuropathologische Kennzeichen sind 
schwammartige Auflockerungen des Gehirns und vereinzelt Ablagerungen von PrPSc 
(Belay, 1999; Pocchiari et al., 2004). In den 90er Jahren wurden CJD-Fälle bekannt, bei 
denen die Patienten mit durchschnittlich 29 Jahren bei Ausbruch der Krankheit deutlich 
jünger waren (Will, 2003). Auch die Symptome unterschieden sich von der sporadischen 
Form, da es sich hauptsächlich um psychiatrische Auffälligkeiten wie Angstzustände, 
Aggression, Schlafstörungen oder paranoide Wahnvorstellungen handelte (Belay et al., 
2005; Ironside et al., 2006). Bei den betroffenen Individuen ließ sich zudem PrPSc im 
Lymphgewebe nachweisen (Ironside et al., 2006). Laboruntersuchungen und die 
Übertragung von infektiösem Material in Makaken zeigten eine große Ähnlichkeit mit BSE-
Prionen. Daher wird davon ausgegangen, dass diese neue Variante der CJD (variant 
CJD; vCJD) auf den Konsum von BSE-kontaminiertem Fleisch zurückzuführen ist und die 
Übertragung von Prionen von Rindern auf den Menschen darstellt (Will, 2003). Die 
speziesübergreifende Übertragung von Prionerkrankungen ist jedoch im Vergleich zur 
Übertragung innerhalb einer Spezies deutlich weniger effizient, wenn nicht unmöglich, da 
sie durch die sog. Speziesbarriere verhindert wird (Moore et al., 2005; Peretz et al., 2002). 
Die Speziesbarriere besteht aufgrund von Unterschieden in der Primärstruktur von PrP 
zwischen verschiedenen Spezies, die eine Umwandlung von PrPC in PrPSc stört (Chen 
and Gambetti, 2002; Vanik et al., 2004). Im Vergleich zu BSE-Prionen, die nur in sehr 
geringem Umfang auf Menschen übertragbar sind, ist die bei Schafen und Ziegen 
auftretende Pionerkrankung der Traberkrankheit oder Scrapie nicht auf Menschen 
übertragbar. Scrapie wurde bereits Mitte des 18. Jahrhunderts beschrieben (Aguzzi, 
2006; Imran and Mahmood, 2011). Betroffene Tiere zeigen motorischen Störungen, 
erhöhte Schreckhaftigkeit und leiden an Pruritus und kratzen sich deswegen häufiger als 
gesunde Artgenossen. Von diesem Verhalten (engl.: scrape = kratzen)  lässt sich der 
englische Namen der Krankheit ableiten und davon wiederum die Bezeichnung der 
krankheitsassoziierten Isoform des Prionproteins, PrPSc. Eine weitere bei Tieren 
auftretende Prionerkankung ist die chronisch zehrende Krankheit der Hirschartigen, die 
im Englischen als chronic wasting disease (CWD) bezeichnet wird und die, hauptsächlich 




Speichel, Kot und Urin ausgeschieden und verbreitet werden, auch lange bevor die Tiere 
klinische Symptome zeigen (Tamguney et al., 2009). Zu den Symptomen zählen, ähnlich 





Bereits bevor die Prion-Hypothese aufgestellt wurde, wurde die Existenz verschiedener 
Prionstämmen beschrieben (Pattison and Millson, 1961). Voraus ging die Beobachtung, 
dass Ziegen, die mit dem gleichen Scrapie-kontaminierten Material infiziert wurden, 
unterschiedliche klinische Symptome zeigten.  
Die gebräuchlichsten in vivo Parameter, um Prionstämme voneinander zu unterscheiden 
sind heute die Inkubationszeit, die betroffenen Gehirnareale, in denen PrPSc-
Ablagerungen und eine spongiforme Degeneration zu beobachten sind und die klinischen 
Symptome (Bessen and Marsh, 1992b; Bruce, 1993; Fraser, 1993). Biochemisch lassen 
sich unterschiedliche Prionstämme anhand ihrer Sensitivität gegenüber PK-Verdau und 
ihrer elektrophoretischen Mobilität nach PK-Verdau voneinander unterscheiden. Diese 
beiden Parameter lassen Rückschlüsse auf die Schnittstellen am N-Terminus des 
Proteins zu. Weitere in vitro Charakteristika sind die Stabilität gegenüber anderen 
chemischen und physikalischen Denaturierungsmethoden und der Anteil der un- mono- 
oder diglykosylierten Proteinfraktionen (Bessen and Marsh, 1992a; Collinge et al., 1996; 
Telling et al., 1996). Wie bereits im Zusammenhang mit der Speziesbarriere erwähnt liegt 
der Ursprung der Prionstämme in unterschiedlichen Konformationen von PrPSc, die auch 
über mehrere Passagen erhalten bleiben. Wie jedoch der Organtropismus 
unterschiedlicher Prionstämme kodiert ist oder warum beispielsweise murine 
Neuroblastomzellen unempfindlich gegenüber Prionstämmen sind, mit denen Mäuse 
infiziert werden können, sind bisher unbeantwortete Fragen in Bezug auf das Phänomen 







1.7 In vivo und in vitro Nachweisverfahren für Prionen 
 
In den letzten Jahren haben in vivo und in vitro Nachweisverfahren entscheidend zum 
Verständnis über die Biologie von PrPC und PrPSc beigetragen. Die zentrale Rolle von 
PrPC für die Umwandlung und Verbreitung von PrPSc wurde durch Versuche mit PrP-KO-
Mäusen deutlich, die resistent gegenüber einer Prioninfektion sind (Bueler et al., 1993; 
Bueler et al., 1994)  
Transgene Mäuse, die beispielsweise humanes PrP exprimieren, bieten die Möglichkeit, 
die Inkubationszeit verschiedener Prionstämme, deren Neuropathologie, die Reaktion 
des Immunsystems oder Verhaltensauffälligkeiten zu erforschen. Diese Aspekte lassen 
sich kaum ohne Tierversuche mit infizierten Mäusen oder Hamstern untersuchen, sie sind 
jedoch wegen der langen Inkubationszeiten sehr zeit- und kostenintensiv und setzen 
entsprechende Ressourcen voraus. Zellbasierte Testverfahren, wie der Standard Scrapie 
Cell Assay (SSCA), nutzen klassischerweise infizierte murine Neuroblastom-Zellen (N2a, 
bzw. ScN2a) oder Subklone dieser Zelllinie wie PK1 oder R33 (van der Merwe et al., 
2015). Der SSCA wurde entwickelt, um die Lücke zwischen Mausversuchen und Western 
Blot zur Detektion von PK-resistentem PrPSc zu füllen und maus-adaptierte Prionstämme 
detektieren, beschreiben und titrieren zu können (Mahal et al., 2008). Dazu werden 
infizierbare Zellen in 96-Well-Platten ausgesät und mit infektiösem Hirnhomogenat in 
verschiedenen Verdünnungen inkubiert. Anschließend folgt ein PK-Verdau und die 
Detektion des verbliebenen PK-resistenten PrPSc-Materials mittels PrP-spezifischer 
Antikörper. Modifizierungen des SSCA können darüber hinaus für Dekontaminations-
Studien (Edgeworth et al., 2009) oder für größere Wirkstoff-Screenings genutzt werden 
(McCarthy et al., 2013).  
 
Da Prionerkrankungen keine Immunreaktion verursachen und auch nicht durch 
pathogenspezifische DNA im betroffenen Organismus nachweisbar sind, ist das 
Grundproblem die schnelle und frühzeitige Detektion von PrPSc. Ultrasensitive in vitro-
Testverfahen wie der Protein Cyclic Amplifivication Assay (PMCA) und der Real time 
Quaking –Induced Conversion (RT-QuIC)-Assay nutzen die Eigenschaft von PrPSc, sich 
selbst replizieren zu können und dabei als Vorlagen für die Umwandlung von PrPC zu 




et al., 2006b). PMCA funktioniert nach dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), 
indem rekombinantes PrP als Substrat und PrPSc aus Gehirn-, Blut-, Urin oder anderen 
Gewebeproben als Keim für die PrP-Umwandlung genutzt wird. Durch Sonifizierung der 
entstehenden PrPSc-Aggregate werden diese aufgebrochen und bieten weitere 
Anlagerungsflächen für rekrutiertes PrPC aus dem Substrat (Saborio et al., 2001). Nach 
jedem Amplifizierungszyklus folgt ein PK-Verdau und die Detektion von PK-resistenten 
PrPSc Aggregaten, entweder mittels Western Blot oder einem amyloid-sensitiven Farbsoff 
wie Thioflavin T (ThT) (Orru et al., 2012). Über den direkten Zusammenhang zwischen 
der PrPSc Menge der eingesetzten Probe und Anzahl der Amplifizierungszyklen, die zur 
Detektion von PrPSc nötig sind, lässt sich die ursprüngliche in der Probe enthaltende 
PrPSc-Menge bestimmen (Chen et al., 2010). Selbst minimale Mengen von 10-18 g PrPSc 
können so in biologischem Material nachgewiesen werden (Jones et al., 2007; Saa et al., 
2006a; Terry et al., 2009).  
Der RT-QuIC-Assay beruht auf dem gleichen Prinzip wie der PMCA, allerdings werden 
die Proben bei diesem Testverfahren nicht sonifiziert sondern geschüttelt und die 
neugebildeten PrP-Fibrillen standardmäßig mit Hilfe von ThT detektiert. Das wichtigste 
Anwendungsgebiet des RT-QuIC ist die Diagnose von sCJD aus Liquorproben (Atarashi 




















1.8. Zielsetzung der Arbeit 
 
Prionerkrankungen sind tödlich verlaufende, neurodegenerative Erkrankungen, die durch 
die Umwandlung von PrPC in PrPSc ausgelöst werden. Im Vergleich zu PrPC besteht PrPSc 
größtenteils aus β-Faltblatt-Strukturen und bildet Aggregate. 
Im Prozess der Entstehung von PrPSc könnte die Dimerisierung von PrP einen wichtigen 
Zwischenschritt darstellen. Um die Dimerisierung von PrP untersuchen zu können, soll 
ein Biolumineszenz-Testverfahren entwickelt werden, das auf dem Prinzip der 
Proteinkomplementierung (engl.: Protein-Fragment Complementation Assays, PCA) 
beruht (Remy and Michnick, 2006). RK13 Zellen (rabbit kidney epithelian cells), die kein 
endogenes PrP exprimieren, werden für dieses Testverfahren stabil mit einem 
Fusionsprotein aus PrP und der N-, bzw. C-terminalen Hälfte von Gaussia Luziferase 
transfiziert. Dimerisiert oder aggregiert PrP an der Oberfläche der transfizierten RK13 
Zellen, komplementieren sich beide Luziferasehälften und werden bei Zugabe des 
entsprechenden Substrats biolumineszent. Auf der Grundlage dieses Testverfahrens wird 
mit PrP-Antikörpern, die gegen unterschiedliche Regionen des Proteins (vgl. Abb. 1.1) 
gerichtet sind, der Einfluss spezifischer Regionen auf die Dimersierung untersucht. 
Darüber hinaus ist es möglich, nach einer Infektion der RK13-Zellen mit Hirnhomogenat 
erkrankter Mäuse eine infektions-induzierte Aggregation von PrP zu detektieren, da 
Aggregate des PrP-Fusionsproteins zu erhöhter Biolumineszenz führen sollten. Mit der 
Verwendung unterschiedlicher Prionstämme sollen zusätzlich Fragen nach der 
Sensitivität der RK13-Zell-Linie gegenüber den verwendeten Stämmen nachgegangen 
werden. Als Kontrolle dient dabei Hirnhomogenat gesunder Mäuse, das keine 
Aggregation, bzw. zu keiner erhöhten Biolumineszenz führen sollte und der Anti-Prion-
Wirkstoff Quinacrine, der das Signal infizierter Zellen wieder senken sollte. Da das 
Testverfahren für 96-Well-Formate entwickelt wird, eignet es sich auch zur Durchführung 
von Wirkstoff-Screenings. Aus einer Sammlung von 1650 Wirkstoffen sollen zunächst 
diejenigen identifiziert werden, die die Dimerisierung von PrP inhibieren, um unter diesen 
anschließend Wirkstoffe zu selektieren, die infizierte N2a Zellen heilen können. Das Ziel 
ist die Identifizierung potentieller neuer Anti-Prion-Wirkstoffe um die Rolle der 
Dimerisierung für die Umwandlung von PrPc zu PrPSc näher zu untersuchen. 
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Gerät Name Hersteller 
Benchtop UV Transilluminator BioDoc-It Imaging System UVP 
Blaulicht Transilluminator Blaulicht Transilluminator UVT-14 BE  Herolab 
Computer Otpiplex 790 DELL 
Deckgläser “High Precision” Deckgläser Carl Roth 
Durchflusszytometer  FACSAria III Cell Sorters BD Biosciences 
Gelkammer Mini-Sub Cell GT Bio Rad 
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf 
Inkubator Brutschrank INCU-Line VWR 
Inkubator (Zellkultur) HERAcell 240i CO2 Incuabtor Thermo Scientific 
Kipp-/Rollenmischer RS-TR 5 Roth 
Kugelhomogenisator Precellys 24-Dual Bead Homogenizer  Bertin Instruments 
Labtop EliteBook HP 
Mikroskop Leica DM IL LED  Leica 
Objektträger Objektträger superfrost VWR 
PCR cycler Veriti 96-Well Thermal cycler Applied Biosystems 
pH-Elektrode pH-Elektrode InLab Micro Mettler Toledo 
pH-Meter pH-Meter Mettler Toledo 
Pipetteboy Easypet 3 Eppendorf 
Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf 
Plattenlesegerät EnVision 2140 Multilabel Reader Perkin Elmer 
Plattenlesegerät Fluostar  BMG LABTECH 
Plattenschüttler Digital Orbitalschüttler Sea Star Roth 
Schüttler Vortex Genie 2 Schüttelgerät Scientific Instruments 
Spektrophotometer NanoDrop PeqLab 
Sterilwerkbank Sicherheitswerkbank Model mars Scanlaf 
Stickstoff-Tank MVE Cryosystem 6000 Chart Industries 
Ultrazentrifuge Avanti J-26 XP Beckman Coulter 
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP Ultracentifuge Beckman Coulter 
Vacuumpumpe Vacusafe Integra 
Waage ABJ 220-4M Analysewaage Kern 
Wasserbad Wasserbad WNB29 Memmert 
Western Blot Imaging System Li-Cor Odyssey Infrared Imaging System Li-Cor 
Western Blot Kammer TE 77XP Semi-Dry Transfer Hoefer 
Western Blot Zubehör Power Pac HC Power Supply Bio Rad 
Western Blot Zubehör XCell 4 Surelock Midi-Cell Runner Life Technologies 
Zählkammer (Zellkultur) Countess automated cell counter Life Technologies 
Zentrifuge Hereaus Fresco 21 Centrifuge Thermo Scientific 












384-well Platte Perkin Elmer 
6-/12-/24-/96-Well Platten Greiner Bio-One, Neolab 
96-Well half-area Platten Pelkin Elmer 
Centrifuge Tube Beckman Coulter 
Klonierringe, steril, 3 mm sigma 
Countess Kammern zur Zellzählung Life Technologies 
Cryoröhrchen 1 ml  Omnilab 
Deckgläschen/Objektträger Roth 
Einmal-Spritzen, 1 mL  Th.Geyer 
Einmal-Spritzen, 10 mL Th.Geyer 
Einmal-Wägeschalen Neolab 
Falcon-Röhrchen (15 und 50 mL)  Nerbe 
IMMOBILON-FL PVDF Membran mit 0,45 μm 
Porengröße 
Milipore 
Nitril Handschuhe Th. Geyer 
NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Midi Gele (SDS) Life Technologies 
OP-Mundschutz Th. Geyer 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 mL) Greiner Bio-One 
Petrischalen Roth 
Pipetten (5, 10, 25 und 50 mL) Th. Geyer 
Pipettenspitzen (10 µl – 1000 µL) Nerbe 
PVDF-Membran Omnilab 
Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 mL) Eppendorf, nerbe 
Skalpell Paragon 
Soft tissue homogenizing Röhrchen (2mL) PEQLAB 
Spritzenvorsatzfilter Minisart-plus, steril, 0.2 µL Th. Geyer 
Spritzenvorsatzfilter Minisart-plus, steril, 0.45 µm Th. Geyer 
Sterilfilter Th. Geyer 
Teströhrchen 0.5 mL nerbe 
Teströhrchen 15 mL nerbe 
Teströhrchen 50 mL  nerbe 
Whatman-Papier VWR 
Zellkulturflasche (75 cm2) Greiner Bio-One 
Zellkulturschalen (150 x 25 mm) Schubert und Weiss 
 
2.1.3 Zellkulturmedien und –zusätze 
 
Zellkulturmedium oder -zusatz Hersteller 
D-MEM/F-12 (1X),1:1, L-glutamine, ohne HEPES und Phenolrot Life Technologies 
DMEM High Glucose Life Technologies 
DMSO "Hybri-Max Omnilab 
Fetales Rinderserum (FBS) Life Technologies 
Geneticin (G418) Life Technologies 
Opti-MEM Reduced Serum Medium (1X) mit L-Glutamine Life Technologies 
PBS ohne Ca und Mg (1x) Life Technologies 
Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep) (100 x) Sigma 
 
 






Zelllinie   
RK13  CCLV, Friedrich-Loeffler-Institut 
N2a CLS Cell line service 
ScNeuro2a 
erhalten von David Westaway; Centre for Prions and Protein 






Antarctic Phosphatase NEB 
PNGaseF NEB 
Proteinase K NEB 
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase NEB 
Restriktionsenzyme NEB 




Name des Kits   
GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific 
GeneJET Plasmid Maxiprep Kit Thermo Scientific 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific 
Lipofectamine Transfection Kit Life Technologies 
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific 




PCR-Primer   
Name Sequenz (5`-->3`) 
MoPrP-Xho-Vektor CTCGAGCCTTCCTGCTTGTT 




Sequenzier-Primer   
Name Sequenz (5`-->3`) 
CMV-fwd-Primer CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 
Seq_Primer Ch-NhGluc Nr.1  ACAATGGCGAACCTTGGC 
Seq_Primer Ch-NhGLuc Nr.2  ATGTGGACTGATGTCGGCC 
Seq_Primer Ch-NhGLuc Nr.3  TGGAGCAGATGTGCGTCAC 
Seq_Primer hGLuc Nr.1  TTCAACATCGTGGCCGTG 
Seq_Primer hGLuc Nr.2  GCCCATGGAGCAGTTCATC 
Seq_Primer hGLuc Nr.3  TTGGAATAAGGCCGGTGTG 
Seq_Primer IRES Ende  GTGCCACGTTGTGAGTTGG 
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Seq_Primer IRES Start TGCACGCCCAAGATGAAG 
Seq_Primer Nh-Ch_CTerm  TTTCAGGTTCAGGGGGAGG 
Seq_Primer Nh-Ch_N-Term CCGTCGACTGCAGAATTCG 
Seq_Primer NhGLuc Nr.1  CATGGCGAACCTTGGCTAC 
Seq_Primer NhGLuc Nr.2 ACCTCAAGCATGTGGCAGG 
Seq_Primer NhGLuc Nr.3  TGAAGATGATGGAGCGCG 
Seq_Primer IRES bis ChGLUC GCTGAAGGATGCCCAGAAG 
Seq_Primer pIRES_PrP Nr.1  TGGCGAACCTTGGCTACTG 
Seq_Primer pIRES_PrP Nr.2  ACCTCAAGCATGTGGCAGG 




Primäre Antikörper Hersteller Verwendung/Verdünnung 
anti CD230 / PrP C-term [EP1802Y] Acris Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Prion Protein MoAb (BAR-236) IBL Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Prion Protein MoAb (SAF-34) Bertin 
Biolumineszenzuntersuchung 1:50; 
Zellfärbung 1:2000 
Prion Protein MoAb SAF-61 Bertin Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Prion Protein MoAb (SHA-31) IBL 
Biolumineszenzuntersuchung 1:50;  
WB 1:2000 
Prion Protein MoAb (BAR-236) IBL Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Prion Protein MoAb (SAF-32) IBL 
Biolumineszenzuntersuchung 1:50  
WB; 1:2000 
Prion Protein MoAb (SAF-83) IBL Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Prion (6D11) Monoclonal Antibody, Biozol Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
Anti-GLuc Antibody New England Biolabs WB 1:2000 
Beta-Tubulin Loading Control mAb  Fisher Scientific WB 1:2000 
Mouse Immunoglobulin (IgG)  Sigma Biolumineszenzuntersuchung 1:50 
 
Sekundäre Antikörper Hersteller Verwendung/Verdünnung 
IRDye 680LT Donkey anti-Mouse IgG (H + L), 0.5 mg LI-COR WB; 1:10000 
IRDye 680LT Donkey anti-rabbit IgG (H + L), 0.5 mg LI-COR WB; 1:10000 
Alexa Fluor®  488 Goat Anti-Mouse Life Technologies WB; 1:10000 






10 mM Tris/HCl (pH 7,4) 
150 mM NaCl 
0,5% Deoxycholate (w/v) 




0,2 M Tris-HCl (pH 8,8) 
1,9 M Glycin 
10% Methanol (v/v) 
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Stripping Puffer (pH 2) 
100 mM Glycin 
3% SDS (w/v) 
0,1% Tween 20 (v/v) 
ad 1x TBS 
  
Färbepuffer (Durchflusszytometrie) 
2 mM EDTA 
5% FBS (fetal bovine serum) (v/v) 
ad 1x PBS 
  
Binding Puffer (Durchflusszytometrie) 
100 mM HEPES/NaOH (pH 7,4) 
1,4 M NaCl 






Blockierlösung (Western Blot) 
5% Milchpulver (w/v) 
alternativ 5% BSA (w/v) 
0,1% Tween 20 (v/v) 
ad 1x TBS 
  
Blockierlösung (Zellfärbung) 
5% normal goat serum (v/v) 










2% normal goat serum (v/v) 
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2.1.11 Chemikalien und Reagenzien 
 
Materialname Hersteller 
10x PBS Life Technologies 
Ampicillin, steril Merck Bioscience 
Annexin-V-FITC Beckman Coulter 
Antarctic Phosphatase Reaction Buffer (10x) NEB 
Aqua-Poly/Mount Polysciences Inc. 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma 
CaCl2 Sigma 
Chameleon Duo Pre-stained Protein Ladder  LI-COR Biosciences 
Coelenterazine, nativ Biosynth 
CutSmart Buffer (10x) NEB 
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochlorid) VWR 
Deoxycholate  Sigma 
DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Scientific 
dNTPs NEB 
EDTA Applied biosystems 
Ethanol 96% vergällt  Roth 
FcR Blocking Reagent Miltenyi Biotec 
Fetales Rinderserum (FBS) Life Technologies 
Forene abbvie  
Formalin Sigma 
GelRed/GelGreen Nucleic Acid Gel Stain VWR 
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific 




HEPES/NaOH  Sigma 
Isopropanol Sigma 
Kanamycin Biomol 
LB-Agar (Luria/Miller)  Roth 
Methanol Sigma 
Milchpulver, Blotting Grade  Roth 
NaCl VWR 
NaOH Sigma 
Normales Ziegenserum Life Technologies 
NuPAGE Antioxidant Life Technologies 
Probenpuffer (NuPAGE LDS Sample Buffer (4x))  Life Technologies 
Laufpuffer 
(NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x)) 
Life Technologies 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma 
Pierce ECL Western Blotting Substrate Fisher Scientific 
PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid AppliChem 
Q5 Polymerase Reaction Buffer (5x) NEB 
Qunacrine Dihydrochlorid  Sigma 
SDS Sigma 
SeaKem GTG Agarose Biozym 
SOC Medium Invitrogen 
T4 DNA-Ligase Reaction Buffer (5x) Invitrogen 
Tris/HCl Invitrogen 
TRITON X-100 Sigma 
Trizma®base  Sigma 
Trypanblau Invitrogen 
Trypsin (TrypLMTM Express) Life Technologies 
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Excel 2008 Microsoft 
FlowJo 6.8 Tree Star 
ImageJ1 NIH 
Photoshop CS5 Adobe 
Word 2011 Microsoft 
Vector NTI Thermo Scientific 
SPSS IBM SPSS Statistics 
ZEN Imaging Software Zeiss 


































2.2.1 Kultivierung von RK13- und N2a-Zellen 
 
Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer S2-Werkbank 
durchgeführt. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. 
RK13- sowie N2a Zellen wurden in DMEM High Glucose kultiviert, dem zusätzlich 10% 
FBS und 1% Penizilin/Streptomyzin zugesetzt wurden. Ein Mediumwechsel, bei dem ⅔ 
des Mediums ausgetauscht wurde, fand alle 3-4 Tage statt. Um die Zellen auszudünnen, 
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 10 mL auf 37°C vorgewärmten PBS 
gewaschen. Anschließend wurden die adhärenten RK13-Zellen mit 2 mL TrypLM für 5 
min bei 37°C inkubiert. Um N2a Zellen von der Zellkulturflasche abzulösen und sie in 15 
mL Falcon-Röhrchen zu überführen, war es ausreichend, die Zellen mit 10 mL Medium 
vorsichtig abzuspülen. Die RK13-Zellen konnten nach der Trypsinbehandlung mit 8 mL 
Medium abgewaschen und ebenfalls in 15 mL Falcon-Röhrchen überführt werden. Die 
Zellsuspension wurde im Anschluss für 5 min bei 300 x g (RT) zentrifugiert und das 
entstandene Zellpellet in 1 mL Medium resuspendiert. Je nach anschließender 
Verwendung wurden die Zellen im Verhältnis 1:10 bis 1:100 in neue Zellkulturflaschen 
oder- platten ausgesät.   
 
2.2.1.2 Transfektion der RK13-Zellen 
Für die Transfektion von Plasmid-DNA in RK13-Zellen wurden 100.000 Zellen pro Well 
24 Stunden vor der Transfektion in eine 6 Wellplatte ausgesät. Als Medium wurde „Opti-
MEM-Reduced Serum Medium“ verwendet, auf Antibiotika wurde verzichtet. Abweichend 
vom Protokoll  des Herstellers wurden 2 μg Plasmid-DNA pro Well eingesetzt. Drei 
Stunden sowie 24 Stunden nach der Transfektion fand ein kompletter Austausch des 
Mediums statt. 48 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium durch DMEM high 
Glucose mit 1% Pen/Strep und 700 μg/mL G418 ersetzt. Nach zwei bis drei Tagen 
Selektion durch die G418-Behandlung konnte ein vermehrtes Absterben der Zellen 
beobachtet werden. Zwei bis drei Wochen nach Beginn der Selektion der transfizierten 
Zellen wurden diese mittels der Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence-activated cell 
sorting, FACS) entsprechend der Stärke ihrer Proteinexpression sortiert. Die G418-
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Als Vorbereitung auf die Durchflusszytometrie wurden die Zellen mittels 
Trypsinbehandlung vom Zellkulturgefäß abgelöst, zentrifugiert und in Färbe-puffer 
resuspendiert, dabei wurde eine Zellkonzentration von 4x106 Zellen pro mL nicht 
überschritten. Nach Anfärbung der Zellen mit dem PrP-spezifischen Antikörper SAF32, 
dem entsprechenden APC-gekoppelten Sekundärantikörper sowie DAPI, welches den 
Zellkern anfärbte, wurden die Zellen mit Hilfe des FACSAria III Cell Sorters entsprechend 
der Stärke ihrer Expression bzw. Färbung sortiert. Für die weitere Analyse der Daten 
wurde das Programm „FlowJo“ benutzt. 
 
2.2.3 Immunozytochemische Zellfärbung 
 
Für die Immunozytochemische Färbung wurden die Zellen für 10 min auf Eis mit 4% PFA 
fixiert und anschließend zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Behandlung mit der 
Blockierlösung dauerte 60 min, die Inkubation mit den jeweiligen spezifischen 
Primärantikörpern geschah über Nacht bei 4°C. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal 
je 5 min mit kaltem PBS gewaschen, bevor die Sekundärantikörper für 60 min bei RT und 
zuletzt die DAPI-Färbelösung für 3 min bei RT zugegeben wurden. Nach einem letzten 
Waschschritt, bei dem zweimal je 5 min mit PBS gewaschen wurde, wurden die Zellen 
mithilfe eines Tropfens Aqua-Poly/Mount auf Objektträgern fixiert und bis zur Verwendung 





Der MTT-Test misst die metabolische Aktivität von Zellen und beruht auf der Reduktion 
des Tetrazoliumsalzes, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl)-2,5-Diphenyl-tetrazoliumbromid 
(MTT) in unlösliche Formazankristalle. Diese Reaktion findet in den Mitochondrien intakter 
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Zellen statt. Die Absorption der entstandenen Formazankristalle kann 
spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 550-600 nm bestimmt und anschließend 
quantifiziert werden. Somit kann der Test als Maß für die Viabilität der eingesetzten Zellen 
dienen. Um den Einfluss von Antikörpern, Quinacrine oder der im Wirkstoff-Screening (vgl 
2.7.4) verwendeten Wirkstoffe auf die Viabilität von RK13+PrP-DC und ScN2a Zellen zu 
testen, wurden diese mit D-MEM/F-12 ohne Phenolrot verdünnt. Zuvor wurden in eine 96-
Welplatte mit durchsichtigem Boden, je nach geplanter Inkubationszeit, 1000 bis 5000 
Zellen eingesät. Die vorverdünnten Chemikalien, bzw. Antikörper wurden 2-4 Stunden 
später zu den Zellen gegeben, wobei das Endvolumen 100 μL betrug. Die Zellen wurden 
mit Deckel 24 Stunden bis 5 Tage im Brutschrank inkubiert. Nach Beendigung der 
Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 10 μL der MTT Lösung. Mit dieser wurden die 
Zellen weitere 3-4 Stunden bei 37°C inkubiert, die Bildung der violetten Formazankristalle 
wurde regelmäßig unter dem Mikroskop überprüft. Nach maximal 4 Stunden wurden pro 
Well 100 μL Lösungsdetergenz hinzugefügt und durch Pipettieren mit der Zellsuspension 
vermischt, um eine Lösung der Formazankristalle sicherzustellen. Sechzig Minuten nach 
der Zugabe wurde die Absorption mit einem Plattenlesegerät (Fluostar Omega) bei einer 
Wellenlänge von 570 nm gemessen wobei die Referenzwellenlänge 650 nm betrug. 
 
2.2.5. Klonierung und PCR 
 
Bei den im Rahmen dieser Arbeit klonierten Konstrukten, welche für die Transfektion in 
RK13 Zellen genutzt wurden, wurde von einer Gensynthese (Invitrogen) ausgegangen. 
Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde die DNA 
vervielfältigt (Mullis et al., 1986). Tabelle 2.1 zeigt die Bedingungen des verwendeten PCR 
Programms, wobei die Annealing-Temperatur und die Dauer der Elongation entsprechend 
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Tab. 2.1:PCR-Bedingungen des verwendeten Programms  
  Temperatur [°C] Zeit  
Initiale 
Denaturierung 98 3 min 
25 Zyklen     
Denaturierung 98 30 sec 
Annealing   30 sec 
Elongation 72   
Finale Elongation 72 10 min 
Lagerung 4  ∞ 
 
 Die Aufreinigung, die Gelelektrophorese, der enzymatische Restriktionsverdau und die 
Ligation der DNA-Fragmente in einen pIRES2 DsRed-Express2_Vektor wurden 
entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt, ebenso wie die Transformation in 
chemisch kompetente E.coli Bakterien (MAX Efficiency DH10B). Die Sequenzierung 
erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger (Sanger et al., 1977) und wurde von 
der Firma GATC in Konstanz durchgeführt.    
 
2.2.6. Western Blot 
 
Um Zelllysate für die Verwendung im Western Blot herzustellen wurden die Zellen 5 bis 
10 min mit Lysepuffer lysiert. Das Lysat wurde danach 5 min lang bei 1500 x g und 4°C 
zentrifugiert, um Zelldebris vom Lysat zu trennen und aus der Probe entfernen zu können. 
Proteinkonzentrationen wurden mittels der Reaktion der Bicinchoninsäure (engl. 
bicinchoninic acid, BCA) nach Angaben des Herstellers des Pierce BCA Protein Assay 
Kits bestimmt. Die Lysate wurden entweder direkt verwendet oder bei -20°C gelagert. Der 
Auftrennung der Lysate im Western Blot ging ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 
100.000 x g und 4 °C, für 60 min  60 min voraus, um die Proteine zu sedimentieren. Das 
Proteinpellet wurde in Lysepuffer, Probe- und Laufpuffer entsprechend der Angaben des 
Herstellers resuspendiert und 10 min bei 70°C denaturiert. Die aufbereiteten Proben 
wurden entweder direkt auf das Gel aufgetragen oder bei -20°C gelagert. 
Es wurden NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Midi Gele mit 12 Geltaschen in Kombination 
mit XCell 4 Surelock Midi-Cell Runner Kammern (Invitrogen) verwendet. Die 
Gelelktrophorese wurde bei 150 V für 70-80 min durchgeführt.  
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Die separierten Proteine wurden für 80 min vom Gel auf eine zuvor mit Methanol aktivierte 
PVDF Membran mit 0,45 μm Porengröße geblottet, wobei die Stromstärke je nach Größe 
des Gels variierte und 0,8 mA/cm2 betrug. Anschließend wurde die Membran 60 min bei 
RT in Blockier-Puffer inkubiert und über Nacht bei 4°C mit den entsprechenden 
Primärantikörpern, verdünnt in Blockierpuffer, in einem rotierenden Falcon-Röhrchen 
inkubiert. Am nächsten Tag folgten drei Wasch-Schritte mit TBS für jeweils 10 min bei RT 
und die Inkubation mit dem jeweiligen Infrarotfarbstoff-gekoppelten Sekundärantikörper 
für 60 min bei RT. Für die Entwicklung des Blots wurde das Odyssey Infrared Imaging 
System (Licor) genutzt.    
2.2.7 Enzymatischer Verdau von Zelllysaten oder Hirnhomogenaten 
 
2.2.7.1 Proteinase K (PK)-Verdau 
Um Zelllysate oder Hirnhomogenate auf PK-resistentes PrP zu testen, wurde ein PK-
Verdau durchgeführt. Dafür wurde die Proteinkonzentration des Materials mittels BCA-
Reaktion nach Angaben des Herstellers bestimmt. Anschließend wurde das Enzym im 
Verhältnis 1:50 zur Gesamtproteinmenge eingesetzt und 60 min bei 37°C im Schüttler bei 
300 rpm inkubiert. Die PK-Inaktivierung erfolgte durch Zugabe von 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) auf eine Endkonzentration  von 2 mM. Danach 
wurden die Proben weitere 5 min bei RT inkubiert und in der Ultrazentrifuge bei 100.000 
x g für 60 min bei 4°C  zentrifugiert. Anschließend konnten die Proteinpellets 
resuspendiert, mittels Gelelektrophorese hinsichtlich ihrer Größe aufgetrennt und im 
Western Blot mit den entsprechenden Antikörpern behandelt werden (siehe Abschnitt 
2.5).   
 
2.2.7.2 Peptid:N-Glykosidase F (PNGaseF)-Behandlung 
Die Struktur des Prionproteins weißt zwei Stellen für eine posttranslationale 
Glykosylierung auf. Um vergleichen zu können, ob das Fusionsprodukt aus PrP-und den 
beiden hGLuc-Hälften von transfizierten RK13 Zellen exprimiert wurde und glykosyliert 
vorlag, wurden entsprechende Zelllysate mit PNGase F behandelt. Dabei deglykosyliert 
PNGase F Glykoproteine indem es die Zuckerketten abspaltet. Abweichend von den 
Angaben des Herstellers wurden 300 μg Gesamtprotein verwendet und die 
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Puffervolumina und Enzymmengen dementsprechend angepasst. Nach der Behandlung 
wurden die Proben in der Utrazentrifuge bei 100.000 x g für 60 min bei 4°C zentrifugiert 




Für die Biolumineszenzuntersuchung wurden je nach Versuch nicht transfizierte sowie 
transfizierte RK13 Zellen in eine 96-Wellplatte vom Typ half-area eingesät, dabei wurden 
bis zu 5000 Zellen pro mL verwendet. Abhängig vom durchzuführenden Versuch wurden 
vor dem Aussähen der Zellen verschiedene Antikörper, Hirnhomogenate oder 
Chemikalien in unterschiedlichen Konzentrationen in die Wells vorgelegt. Das 
Gesamtvolumen pro Well betrug  
50 μL, als Medium wurde D-MEM/F-12 ohne Phenolrot eingesetzt. Die Platten wurden mit 
Deckel bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
Unmittelbar vor Beginn des Testverfahrens wurde das zu 1,18 mM in Methanol gelöste 
Substrat Coelenterazine mit D-MEM/F-12 ohne Phenolrot auf eine Arbeitskonzentration 
von 40 μM verdünnt. Die Messung der Flashkinetik wurde mit dem Fluostar Omega 
Plattenlesegerät durchgeführt. Für jedes einzelne Well wurde nach Zugabe von 100 μL 
Substrat sofort die Biolumineszenz über ein Intervall von 10 ms gemessen. So wurde 
fortgefahren, bis alle Wells gemessen wurden, einschließlich der Wells, die nur 
Coelenterazine, bzw. Zellkulturmedium und Coelenterazine enthielten. Für die 
Auswertung wurden die Summen aller Messintervalle einbezogen. Die Auswertung 
erfolgte mit Excel und SPSS. 
 
 
2.2.8.1 Biolumineszenzuntersuchung mit PrP-spezifischen Antikörpern 
Um den Effekt von PrP-spezifischen Antikörpern, die gegen verschiedene Domänen von 
PrP gerichtet sind, auf die PrP-Dimerisierung zu untersuchen, wurde die 
Biolumineszenzuntersuchung wie in Abschnitt 2.2.8 beschrieben, vorbereitet. Zusätzlich 
zu den RK13+PrP-DC-Zellen wurden pro Well 10 μg/mL der PrP-Antikörper SAF32, 
SAF34, 6D11, SAF61, SAF83, SHA31, BAR236, EP1802Y, oder Maus-Immunoglobulin 
(IgG) als Negativkontrolle vorgelegt. Die Zellen wurden eine bis 48 Stunden mit den 
Antikörpern inkubiert, anschließend wurde die Biolumineszenzuntersuchung durchgeführt 
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(vgl.2.2.8). In einem weiteren Versuch wurden die Antikörper SAF83 und SHA31 in 
Konzentrationen von 0,1, 0,5, 1,0 und 10 μg/mL eingesetzt und 24 Stunden inkubiert, 
bevor die Untersuchung durchgeführt wurde (vgl. 2.2.8) 
 
2.2.8.2 Akute Infektion der RK13+PrP-DC Zellen mit verschiedenen Prionstämmen 
Um RK13+PrP-DC-Zellen zu infizieren und anschließend die Biolumineszenz zu messen, 
wurden 5000 Zellen/mL in eine 96-Wellplatte vom Typ half-area eingesät. In die 
entsprechenden Wells wurden zuvor 2,5 μL 10%iges Hirnhomogenat (in PBS) der 
mausadaptierten Prionstämme RML, 22L, 87V, 22A, ME7 und 79A vorgelegt. Als Negativ-
Kontrolle diente 10%iges in PBS verdünntes Hirnhomogenat der C56BL/6J-Mauslinie, 
bzw. 2,5 μL reines PBS als unbehandelte Kontrolle. Die Zellen, die mit Prionen des RML-
Stammes infiziert wurden, wurden einen, drei und fünf Tage im Brutschrank inkubiert, 
bevor die Messung der Biolumineszenz stattfand (vgl. 2.7). Wegen der geringen zur 
Verfügung stehenden Menge an Hirnhomogenat der 22L, 87V, 22A, ME7 und 79A Prion-
Stämme wurden mit diesen Stämmen nur Versuche mit fünf-tägiger Inkubationszeit 
durchgeführt. Auch Versuche, in denen zusätzlich zum Hirnhomogenat der Anti-Prion-
Wirkstoff Quinacrine (QA) zum Einsatz kam (vgl. Abschnitt 2.7.1), wurden nur mit Prionen 
des RML-Stammes ausgeführt.  
 
2.2.8.3 Persistente Infektion der RK13+PrP-DC-Zellen mit RML-Prionen 
Neben den akut infizierten RK13+PrP-DC-Zellen, die bis zum Messen der 
Biolumineszenz mit dem infektiösem Hirnhomogenat in Kontakt waren (vgl. Abschnitt 
2.2.8.2), wurden Klone dieser Zelllinie verwendet, die stabil infiziert waren. Dazu wurden 
zunächst 50.000 Zellen/Well in einer 6-Wellplatte mit je 50 μl 10%igem RML-
Hirnhomogenat infiziert. Nach fünf Tagen Inkubation wurden die Zellen trypsiniert und in 
einer Konzentration von 10 Zellen/mL in eine 20 cm Zellkulturschale überführt. Nach drei 
bis vier Tagen hatten sich einzelne, gut von einander trennbare Zellkolonien gebildet. 
Diese Einzelkolonien wurden mit Hilfe von sterilen, in Trypsin getränkten Klonierringen 
(engl. cloning discs) in 12, bzw. 6 Wellplatten übertragen. In diesem Format wurden die 
einzelnen Klone bis zur Durchführung der Biolumineszenzuntersuchung  
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 kultiviert. Abhängig von der Intensität des Biolumineszenzsignals und dessen Reduktion 
nach einer Behandlung mit QA, wurden die Klone entweder verworfen oder expandiert 
und für weitere Untersuchungen genutzt.  
 
2.2.8.4 Wirkstoff-Screening  
Insgesamt wurden 2400 Wirkstoffe aus der TocrisScreen-Datenbank und LOPAC (engl. 
Library of Pharmacologically Active Compounds) verwendet. Die Wirkstoffe wurden 
jeweils in dreifacher Ausführung in die Wells einer 384-Wellplatte vorgelegt, wobei es von 
jeder Platte zwei Kopien gab. Die Endkonzentration der Wirkstoffe betrug 10 μM.  Zur 
Vorbereitung des Screenings wurden RK13+PrP-DC-Zellen zu den Wirkstoffen gegeben, 
zusätzlich gab es auf jeder Platte unbehandelte Zellen als interne Kontrolle. Es folgte eine 
24 stündige Inkubationszeit. Die Messung des Biolumeszenzsignals erfolgte am 
EnVision-Plattenlesegerät. Das Gerät injizierte pro Well 65 μL der 40 μM Coelenterazine-
Lösung und schüttelte die Platte im Anschluss für zwei Sekunden mit einer 
Geschwindigkeit von 900 rpm. Das Biolumineszenzsignal wurde danach eine Sekunde 
lang gemessen. Zur Auswertung der einzelnen Messungen wurde der letzte 
aufgezeichnete Messwert verwendet.  
 
2.2.9 In vivo Versuche 
 
2.2.9.1 Infektion mit Zelllysat und Hirnhomogenat 
Für die Infektionen wurden vier bis sechs Wochen alte B6.129S7-Prnptm1Cwe 
Tg(Prnp)a20Cwe/CweOrl Mäuse (Synonym: Tga20-Mäuse) verwendet. Diese Mäuse 
überexprimieren murines Prnp sechs- bis siebenfach und ermöglichen den Nachweis 
selbst geringer Mengen von infektiösen Prionen (Fischer et al, 1996). 
Das Zelllysat stammte von RK13+PrP-DC Zellen, bzw. zwei ScRK13+PrP-DC Zellklonen, 
die zuvor mit RML-Hirnhomogenat infiziert wurden und bei der 
Biolumineszenzuntersuchung durch ein hohes Signal aufgefallen waren (siehe Abschnitt 
2.2.8.3). Die Zellen wurden in einer 10 cm Zellkulturschale kultiviert, bis sie konfluent 
waren, anschließend dreimal mit kaltem PBS gewaschen, mithilfe eines Spatels von der 
Zellkulturschale gelöst und in 2 mL PBS aufgenommen. Um die Zellsuspension zu 
homogenisieren wurde sie mehrmals durch eine Kanüle mit 26 Gauge gesogen. 
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Abschließend folgte ein Zentrifugationsschritt bei 100000 x g und 4°C für eine Stunde, 
sodass das entstandene Pellet in 300 μL PBS, dem zusätzlich 5% BSA und 0,5 g/mL 
zugesetzt wurden, aufgenommen werden konnte. 
Sechzehn Tga20 Mäusen wurden jeweils 30 μL des ScRK13+PrP-DC Zelllysates 
intrazerebral in den linken Parietallappen injiziert. Dafür wurden die Tiere mit 1,5 - 2,0% 
Isofluran betäubt und 20 – 30 Minuten vor dem Eingriff ihrem Gewicht entsprechend 
subkutan mit 5 mg/kg Carprofen analgetisch versorgt. Nach der Injektion wurde die 
Injektionsnadel innerhalb eines Zeitraums von fünf Minuten langsam entfernt, um das 
Ausfließen des injizierten Lysats zu vermeiden. Als Negativkontrolle wurden sechs Tga20 
Mäuse mit Lysat von nicht infizierten RK13+PrP-DC-Zellen in gleicher Weise beimpft. Als 
Positivkontrolle diente ein 10%iges Hirnhomogenat von RML-infizierten und terminal 
erkrankten Tieren, welches acht Tga20 Mäusen ebenfalls unter der oben beschriebenen 
Narkose und analgetischer Versorgung in den linken Parietallappen injiziert wurde. 
Alle Versuchsgruppen wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten.  
Um das Einsetzen der Erkrankung zu bestimmen, wurden folgende Symptome zugrunde 
gelegt: Kyphose, Schwierigkeiten bei der Fortbewegung und beim Wiederaufrichten, 
vermehrtes Laufen im Kreis, dauerhafte Verformung des Schwanzes, reduzierte 
Fellpflege sowie Lethargie. Sobald ein oder mehrere der genannten Symptome auftraten, 
spätestens aber ≥ 600 Tage nach der Injektion wurden die Tiere mit einer 
Inhalationsnarkose mit 1,5 - 2,0% Isofluran betäubt und durch Dekapitation getötet. Die 
Gehirne wurden entnommen und sagittal geteilt. Eine Hälfte wurde für 
immunhistologische Untersuchungen bei 4°C in Formalin gelagert, die andere Hälfte für 
eine spätere Analyse im Western-Blot bei -80°C aufbewahrt. 
 
2.2.9.2 Herstellung der Hirnhomogenate  
Zur Herstellung von Hirnhomogenaten wurden C56BL/6J- und Tga20 Mäusen das Gehirn 
entnommen und eine Hirnhälfte in 2 mL Soft tissue homogenizing Röhrchen überführt. 
Die Probe wurde anschließend mit kaltem PBS aufgefüllt und mithilfe eines 
Kugelhomogenisators homogenisiert, sodass ein 10%iges Hirnhomogenat entstand. Das 




2.2.10 Auswertung  
 
2.2.10.1 Statistik  
Die Mittelwerte und Standardabweichungen der erhobenen Daten wurden mit dem 
Tabellenkalkulationsprogramm Excel bestimmt. Für die statistische Auswertung wurde 
das Programm SPSS Statistics genutzt, dabei wurde, entsprechend der Daten, entweder 
der Mann-Whitney-U-Test oder der Kruskal-Wallis Rang-Summen-Test angewendet. Der 
jeweilige statistische Test und die Anzahl der durchgeführten Versuche (n) sind in der 
Abbildungslegende angegeben. Es wurden folgende Signifikanzniveaus festgelegt: ***p 
< 0,001, **p < 0,01 und 
* p < 0,05. Nicht signifikante Ergebnisse wurden mit „n.s.“ gekennzeichnet. 
 
2.2.10.2 Western Blot Analyse und Bestimmung der EC50 von JTC-801 
Zur Quantifizierung der Signalintensitäten von Banden im Western Blot wurde das 
Programm „Image Studio“ von LiCor verwendet. Zur Bestimmung der EC50 von JTC-801 
wurde zusätzlich das Graphikprogramm Origin (OriginLab, Origin 6.1) genutzt und die 
Signalintensität der PK-resistenten Western Blot-Banden relativ zur unbehandelten 
Kontrolle gegen die JTC-801 Konzentration aufgetragen. Die Werte dienten als Vorlage 
für eine sigmoidale Kurve, mit deren Gleichung die EC50 Konzentration von JTC-801 




















3.1 Klonierung der Fusionskonstrukte  
 
Zur Untersuchung der PrP-Dimerisierung wurden die in Abb 3.1 dargestellten 
Fusionskonstrukte generiert. Dabei handelt es sich um die murine Volllängenversion von 
PrPC und PrPC, fusioniert mit der N-terminalen Hälfte von hGLuc (NhGLuc, AS 2-93) oder 
mit der C-terminale Hälfte (ChGLuc, AS 94-168), jeweils flankiert von zwei kurzen Linker-
Sequenzen (4G2S) und der C-terminalen GPI-Signalsequenz. Im folgenden Text wird die 
Bezeichnung PrP-NhGLuc PrP-ChGLuc durch PrP-DC (PrP-double construct) abgekürzt. 
Als Kontrolle wurde ein Konstrukt aus der N- und C-terminalen Hälfte von hGLuc  
(NhGLuc; ChGLuc) genutzt, das jeweils von der N-terminalen PrP-Signalsequenz und der 
GPI-Signalsequenz flankiert war, jedoch keine PrP-Sequenz enthielt. Im folgenden Text 
ist dieses Konstrukt als DC-Kontrolle bezeichnet. Eine weitere Kontrolle stellte die 
Volllängenversion von hGLuc dar, die ebenfalls von der N-terminalen PrP-Signalsequenz 









Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Fusionskonstrukte 
Dargestellt sind (von oben nach unten) die Proteine PrPC, PrP+NhGLuc, PrP+ChGLuc, NhGLuc, ChGLuc, 
und hGLuc auf mRNA-Ebene (A) und Protein-Ebene (B). Die Nummern beziehen sich auf die Aminosäure-
Positionen im murinen Prion-Protein (1-254) und verdeutlichen bei den Fusionsproteinen, an welcher 
Position die N- bzw. die C-terminale Hälfte von hGLuc eingeführt wurde. Als Bindeglied für die Fusion wurde 
ein flexibler (GGGGS)2-Linker verwendet (schwarzer Balken). An das C-terminale Ende der 
Fusionsproteine wurde die GPI-Signalsequenz von PrPC angefügt (AS 230-254). Bei der Prozessierung der 
Fusionsproteine werden die N- und die C-terminalen Signalsequenzen abgespaltet und der GPI-Anker an 
Ser231 von PrPC übertragen. 
 
3.2 Expressionsnachweis von Fusionsproteinen im Western Blot 
 
Lysate von nicht-transfizierten wildtyp RK13-Zellen und stabil transfizierten RK13 Zellen 
wurden biochemisch im Western Blot bezüglich der Expression der Fusionsproteine 
zwischen PrP und der hGLuc-Hälften untersucht (Abb. 3.1). Außer den nicht-transfizierten 
Zellen und den Zellen, die nur mit der Volllängenversion von hGLuc transfiziert wurden, 
wurden die Lysate auch mit PNGase F behandelt, was eine Deglycosylierung der Proteine 
bewirkt. Zur Detektion von PrP wurde der PrP-spezifische Antikörper Sha31 verwendet. 
In der ersten Spur sind keine Banden zu erkennen, da RK13-Zellen kein endogenes PrP 
exprimieren. Lysate der RK13+PrP-DC-Zellen in Spur 2 zeigen drei Einzelbanden, die die 
drei Glycosylierungsstufen von PrP darstellen und entsprechend der Größe des 
Fusionsproteins zwischen 40 und 50 kDa laufen. Nach Behandlung der RK13+PrP-DC-
Zelllysate mit PNGase F sind in Spur 3 zwei nahe beieinander liegende Einzelbanden mit 
37 und 39 kDa zu sehen, die die unglycosylierte Fraktion von PrP, fusioniert mit dem N- 
bzw. C-Terminus von hGLuc, darstellen. Die Spuren 4 und 5 zeigen die unbehandelten 
bzw. mit PNGase F verdauten Lysate der RK13+PrP_N-terminal-Zellen, die nur eine 
Kopie der PrP-Sequenz, fusioniert mit der N-terminalen hGLuc-Sequenz, besitzen. Auch 
hier ist das für PrP charakteristische dreifache Bandenmuster zwischen 40 und 50 kDa 
zu erkennen. Nach der Abspaltung der Zuckerreste durch PNGase F ist in Spur 5 eine 
Bande bei etwa 39 kDa zu erkennen, die die unglycosylierte PrP-Fraktion, gekoppelt mit 
der N-terminalen Hälfte von hGluc, repräsentiert. Ein ähnliches Muster ist auch in den 
Spuren 6 und 7 zu erkennen; dort wurde RK13+PrP_C-terminal-Zelllysat aufgetragen, 
deren PrP mit der C-terminalen Hälfte von hGLuc fusioniert ist. Im Vergleich zu Spur 4 ist 
die obere Bande des Dreierbandenmusters schwächer ausgeprägt und läuft etwas tiefer, 
wie auch die Einzelbande nach PNGase F-Verdau in Spur 7, die bei etwa 37 kDa läuft. 




ist als PrP und NhGLuc, ist dieser Größenunterschied im Western Blot zu beobachten. 
Die letzten drei Spuren zeigen kein Signal, da weder RK13+DC-Kontroll-Zellen, noch 
RK13+hGLuc-Zellen PrP exprimieren. Die β-Tubulin-Ladekontrolle zeigt, dass auch diese 
Spuren Protein enthalten. 
 
 
Abb. 3.1: Expressionsnachweis der Fusionsprodukte aus PrP und hGLuc im Western Blot.  
Im Gegensatz zu wildtyp RK13-Zellen (Spur 1) exprimieren RK13+PrP-DC-Zellen (Spuren 2 und 3), 
RK13+PrP_N-terminal-Zellen (Spuren 4 und 5), RK13+PrP_C-terminal-Zellen (Spuren 6 und 7) 
Fusionsproteine zwischen PrP und N- bzw. C-terminalem hGLuc. RK13-DC-Kontrolle-Zellen (Spuren 8 und 
9) und RK13+hGLuc-Zellen (Spur 10) exprimieren kein PrP. Verdau mit PNGase F-Verdau zeigt, dass alle 
PrP-Fusionsproteine glycosyliert sind. Zur Detektion von PrP wurde der PrP-spezifische Antikörper Sha31 
eingesetzt, als Ladekontolle diente ein Antikörper gegen β-Tubulin. Molekulargewicht in kDa. 
 
Während Abb. 3.1 einen mit dem PrP-spezifischen Antikörper Sha31 gefärbten Western 
Blot zeigt, ist in Abb. 3.2 derselbe Blot mit Antikörpern gegen Gaussia-Luziferase zu 
sehen. Auch hier ist in der ersten Spur kein Signal detektierbar, da nicht-transfizierte 
wildtyp RK13-Zellen keine Luziferase exprimieren. Die Signale in den Spuren 2 und 4 
ähneln denen aus Abb. 3.1, da es sich dabei um die Fusionsprodukte aus PrP und hGLuc 




ist auch hier das charakteristische PrP-Dreierbandenmuster zu erkennen. Die 
Signalintensität ist jedoch schwächer und es sind zusätzlich mehrere unspezifische 
Banden zwischen 30 kDa und etwa 15 kDa sichtbar, insbesondere bei den PNGase F-
verdauten Proben (Spuren 3, 5, 7 und 9). Das Signal in den Spuren 6 und 7 fällt im 
Vergleich zum mit PrP-Antikörper gefärbten Blot und den Spuren 4 und 5 deutlich 
schwächer aus, obwohl vergleichbare Mengen Protein geladen wurden. Vorversuche 
hatten jedoch gezeigt, dass der verwendete polyklonale Antikörper gegen Gaussia-
Luziferase hauptsächlich den N-Terminus von hGLuc erkennt und den C-Terminus kaum 
bindet. Die Spuren 8 und 9 zeigen das Signal der einzeln exprimierten hGLuc-Hälften in 
der RK13+DC-Kontrolle. Da hGLuc im Gegensatz zu PrP nicht glycosyliert wird, führt der 
PNGaseF-Verdau (Spur 9) hier zu keiner Veränderung des Molekulargewichts. Dies 
spiegelt sich in der vergleichbaren Größe der Bandenmuster in den beiden Spuren wider. 
Die letzte Spur stellt die Volllängenversion von hGLuc dar, die etwa 19 kDa groß ist. 
 
Abb. 3.2: Expressionsnachweis der Fusionsprodukte aus PrP und hGLuc im Western Blot.  
Im Gegensatz zu wildtyp RK13-Zellen (Spur 1) exprimieren RK13+PrP-DC-Zellen (Spuren 2 und 3), 
RK13+PrP_N-terminal-Zellen (Spuren 4 und 5), RK13+PrP_C-terminal-Zellen (Spuren 6 und 7) 
Fusionsproteine zwischen PrP und N- bzw. C-terminalem hGLuc. RK13-DC-Kontrolle-Zellen (Spuren 8 und 




PrP-Fusionsproteine glycosyliert sind. Zur Detektion von hGLuc wurde der hGLuc-spezifische Antikörper 
eingesetzt, als Ladekontolle diente ein Antikörper gegen β-Tubulin. Molekulargewicht in kDa. 
 
Somit zeigen die Western Blots in Abb. 3.1 und 3.2, dass RK13-Zellen, die mit den PrP-
Fusionskonstrukt transfiziert wurden, dieses in detektierbaren Mengen exprimieren. Das 
für PrP charakteristische Dreierbandenmuster zeigt zusätzlich, dass das Protein 
posttranslational zweifach glycosyliert wird. Diese Modifikation kann durch Behandlung 
mit PNGase F aufgehoben werden.   
 
3.3 Expressionsnachweis mittels Immunzytochemie 
 
Um zusätzlich zur Western Blot-Analyse die Expression und Lokalisation von PrP in den 
transfizierten RK13 -Zellen zu zeigen, wurden diese immunozytochemisch angefärbt. Der 
Zellfärbung ging eine drei bis vier tägige Kultivierung der entsprechenden Zellen auf 
Deckgläsern voraus. Anschließend wurden die Zellen fixiert und mit PrP-spezifischen 
Antikörpern angefärbt. In Abb. 3.3 sind PrP in grün und die Zellkerne in blau dargestellt. 
Das PrP-Signal kann vermehrt an der Zelloberfläche detektiert werden. Dies zeigt in 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen, die in Abb. 3.1 dargestellt sind, dass PrP in 
transfizierten RK13 -Zellen exprimiert wird und an der Zelloberfläche lokalisiert ist. Auch 
innerhalb der Zellen ist angefärbtes PrP erkennbar, dabei handelt es sich um neu 
synthetisiertes Protein, welches modifiziert zur Zelloberfläche transportiert wird, wo es 





Abb. 3.3: Immunozytochemische Färbung der RK13+PrP-DC-, RK13+PrP_N-terminal-, RK13+PrP_C-
terminal und RK13+DC-Kontroll-Zellen. PrP ist in grün dargestellt vermehrt an der Zelloberfläche lokalsiert, 
wo es durch einen GPI-Anker angeheftet ist. Bei angefärbtem PrP innerhalb der Zellen handelt es sich um 
neu synthetisiertes Protein. Der Zellkern ist mit DAPI gefärbt und in blau dargestellt. Maßstabsskala = 10 
μm. 
3.4. Nachweis der PrP-Dimerisierung in RK13+PrP-DC-Zellen mittels 
Biolumineszenzassay 
 
Nach der Transfektion der RK13-Zellen mit dem Fusionskonstrukt aus PrP und dem C- 
bzw. N-terminalen Teil von hGLuc und der Kontrolle, dessen Expression im Western Blot 
sowie durch immunozytochemische Färbung nachgewiesen wurde, wurden die Zellen im 
Biolumineszenzassay eingesetzt. Mit Hilfe dieses Assays konnte die Dimerisierung des 
Prionproteins an der Zelloberfläche von lebenden RK13-Zellen gezeigt werden. Abb. 3.4 
zeigt das Biolumineszenzsignal der RK13+PrP-DC-Zellen und den Kontrollen, die jeweils 
nur eine PrP-Kopie, entweder mit der N- oder C-terminalen Hälfte von hGLuc oder nur die 
geteilten hGLuc-Hälften ohne PrP exprimierten. Zusätzlich ist das Biolumineszenzsignal 
der RK13-Zellen mit Volllängen hGLuc zu sehen. Die Messung erfolgte 24 Stunden nach 
der Aussaat der Zellen. Das Biolumineszenzsignal der RK13+PrP-DC-Zellen mit über 
10.000 RLU war im Vergleich zu den Negativkontrollen RK13+PrP_C-terminal und 
RK13+PrP_N-terminal deutlich erhöht. Das Signal der ungespalteten hGLuc fiel mit 




Dimerisierung von PrP in den entsprechenden Zellen nachweisen konnte. Diese 
funktionierte nur in Zellen, die zwei PrP-Kopien, jeweils mit der N- und der C-terminalen 
hGLuc Hälfte fusioniert, exprimierten. Fehlte PrP, wie in den Kontrollen, war nur ein 
minimales Biolumeszenzsignal messbar, das dem Hintergrund entsprach. Folglich wurde 
das gemessene Signal durch die Dimerisierung von PrP und nicht durch eine 
unspezifische Dimerisierung der hGLuc-Hälften verursacht. 
 
Abb. 3.4: Der entwickelte Biolumineszenzassay detektiert die Dimerisierung von PrP in RK13+PrP-DC-
Zellen. Das Biolumineszenzsignal wurde 24 h nach Aussaat der Zellen gemessen. RK13+PrP_N-terminal, 
RK13+PrP_C-terminal und RK13+DC-Kontrolle stellen Negativkontrollen und RK13+hGLuc eine 
Positivkontrolle dar. Die Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung dar (n = 4). 
 
3.5 Antikörper gegen die zentrale Region von PrP inhibieren die Dimerisierung des 
Proteins 
 
Um zu untersuchen, welche Regionen des Prionproteins bei dessen Dimerisierung eine 
Rolle spielen, wurden im Biolumineszenzassay acht Antikörper mit verschiedenen 
spezifischen Bindungsregionen zur Behandlung der RK13+PrP-DC-Zellen eingesetzt. Die 
Bindungsregionen und die jeweiligen Epitope sind schematisch in Abb. 3.5, bzw. in 




am N-terminus des Proteins, während der 6D11-Antikörper die Aminosäuren 93-109 am 
N-terminus erkennt. Die Antikörper SAF83, SAF61 und Sha31 binden an die erste alpha-
Helix von PrP. Der Antikörper EP1802Y erkennt das C-terminale Ende der dritten alpha-
Helix von PrP. Außerdem wurde der Antikörper BAR236 eingesetzt, der ein 
konformations-spezifisches Epitop erkennt und daher nicht in Abb. 3.4 eingezeichnet ist. 
 
 
Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Epitope von sieben im Biolumineszenzassay verwendeten PrP-
spezifischen Antikörpern. Die Octarepeat Region (59-89), die Intermediäre Region (97-102) und die zentrale 
Region von PrP sind in grün dargestellt. Die Nummer beziehen sich auf Aminosäure-Positionen im 
Prionprotein (23-231). Zusätzlich sind die beiden Asparagine an Position 181 und 197, an die 
posttranslational ein Zuckerrest angehängt werden kann, und die interne Disulfid-Brücke eingezeichnet. 
GPI, Glycosylphosphatidylinositol, verändert nach Féraudet et al., 2004. 
 
Tab.1: PrP-spezifische Antikörper mit ihren Epitopen und EC50-Werten 
Antikörper Epitop EC50 [µg/mL] Quelle 
SAF32 59-QPHGGGW(x4)-89 2.5 
(Feraudet et 
al., 2005) 
SAF34 59-QPHGGGW(x4)-89 1.0 
(Feraudet et 
al., 2005) 
6D11 97-QWNK-100 0.07 
(Pankiewicz et 
al., 2006; 
Spinner et al., 
2007) 











Sha31 145-YEDRYYRE-152 0.1 
(Feraudet et 
al., 2005) 
BAR236 konformationsabhängig 0.1 
(Feraudet et 
al., 2005) 







Die Ergebnisse des Biolumineszenzassays (s. Abb. 3.6A) zeigen, dass die drei 
Antikörper, die an die Octarepeat-Region bzw. an die Intermediäre Region von PrP 
binden, eine Reduktion des Biolumineszenzsignals auf 64% bis 50% im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen bewirken. SAF61, SAF83 und Sha31, die gegen die zentrale 
Region gerichtet sind, verringern das Signal um 70%. Der Antikörper BAR236 verursacht 
eine Reduktion des Biolumineszenzsignals auf 40%. Damit ist er effektiver als der gegen 
den C-Terminus gerichtete Antikörper EP1802Y, der eine Reduktion des Signals um 45% 
bewirkte. Die Behandlung der Zellen mit unspezifischem IgG-Serum als Negativkontrolle 
bewirkte keine Änderung des Signals. Die beobachteten inhibierenden Effekte der acht 
getesteten Antikörper auf die Dimerisierung von PrP waren somit auf die spezifische 
Bindung an die unterschiedlichen Epitope des Proteins zurückzuführen. Antikörper, die 
gegen die zentrale Region gerichtet sind und diese durch ihre Bindung unzugänglich 
machen, zeigen dabei die höchste Effektivität. 
 
Um auszuschließen, dass sich die Behandlung mit PrP-spezifischen Antikörpern negativ 
auf die Zellviabilität auswirkt und der Rückgang des Biolumineszenzsignals darauf 
zurückzuführen ist, wurde nach 24 h Antikörperbehandlung ein MTT-Assay durchgeführt 
(Abb. 3.6B). Dieser zeigt, dass keiner der acht verwendeten PrP-Antikörper die Viabilität 
der Zellen beeinflusst, die vergleichbar mit der von unbehandelten Zellen ist. Als 






Abb. 3.6: Antikörper gegen verschiedene Domänen des Prionproteins inhibieren die PrP-Dimerisierung 
abhängig von ihrer Bindungsstelle ohne Toxizität. A) Biolumineszenz von RK13+PrP-DC-Zellen nach 24 h 
Inkubation mit und ohne Antikörper. Als Negativkontrolle wurde IgG eingesetzt. Die Konzentration der 
eingesetzten Antikörper betrug 10 μg/ml. Die Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung dar (n = 
7). B) Der MTT-Assay zeigt, dass keiner der eingesetzten Antikörper nach 24 h stark toxisch ist. Die 
Konzentration der eingesetzten Antikörper betrug 10 μg/ml. Als Positivkontrolle wurde 10% DMSO 
eingesetzt. Die Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung dar (n = 7). 
 
3.5.1 Antikörper gegen PrP inhibieren dessen Dimerisierung konzentrations- und 
zeitabhänging 
 
Die beiden PrP-spezifischen Antikörper Sha31 und SAF83, die gegen die zentrale Region 
des Proteins gerichtet sind, zeigen bei einer Konzentration von 10 µg/ml und 24 h 
Inkubation einen deutlichen inhibierenden Effekt auf die Dimerisierung von PrP (Abb. 
3.6A). Daher wurden diese beiden Antikörper in weiteren Biolumineszenzassays in 
steigenden Konzentrationen getestet. Abb. 3.7 zeigt einen konzentrationsabhängigen 
Rückgang des Biolumineszenzsignals. Bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml hat keiner 
der beiden Antikörper einen Einfluss auf das Signal, das für diese Konzentration 
vergleichbar mit der unbehandelten Kontrolle ist, während Sha31 bei einer Konzentration 
von 0,5 µg/ml eine Signalreduktion von 28% gegenüber den unbehandelten Zellen  
verursacht. Das Signal der mit SAF83 behandelten Zellen unterscheidet sich bei dieser 
Konzetration nicht von der unbehandelten Kontrolle. Bei einer Konzentration von 1,0 
µg/ml reduzieren beide Antikörper das Biolumineszenzsignal auf 57% bzw. 53% des 




betrug 10 µg/ml. Bei dieser Konzentration verursachen beide Antikörper eine 
Signalreduktion um 70%. 
 
  
Abb. 3.7: Antikörper gegen die zentrale Region des Prionproteins inhibieren konzentrationsabhängig die 
Dimerisierung. Im Biolumineszenzassay wurden RK13+PrP-DC-Zellen für 24 h mit steigenden 
Antikörperkonzentrationen von Sha31 (hellgrau) oder SAF83 (weiß) behandelt. Die Daten stellen den 
Mittelwert ± Standardabweichung dar (n = 6). 
 
Zusätzlich wurden in einem Zeitreihenexperiment Behandlungszeiten von 1–24 h 
untersucht. In Abb. 3.8 ist das Biolumineszenzsignal in Abhängigkeit zur jeweiligen 
Inkubationszeit dargestellt. Stellvertretend für PrP-spezifische Antikörper wurden wie in 
Abb. 3.7 Sha31 und SAF83 eingesetzt. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen sowie 
Zellen, die mit unspezifischem IgG inkubiert wurden. Bereits nach einer Stunde 
Inkubationszeit fällt das Biolumineszenzsignal der mit PrP-spezifischen Antikörper 
behandelten Zellen geringer aus als das der Kontrollen, die sich in der Signalintensität 
nicht unterschieden. Nach drei Stunden ist bei den unbehandelten Zellen und bei der IgG-
Kontrolle ein leichter Anstieg des Signals zu beobachten, der auf neu synthetisiertes 
Protein, das an der Zelloberfläche dimerisierte, zurückgeführt werden kann. Im Vergleich 
dazu bleibt das Signal der mit Sha31 bzw. SAF83 behandelten Zellen unverändert und 
entspricht zu diesem Zeitpunkt 50% der unbehandelten bzw. mit IgG behandelten Zellen. 
Nach 6 h Inkubationszeit verdoppelt sich das Biolumineszenzsignal aller Zellen in 




Signal der mit PrP-spezifischen Antikörper inkubierten Zellen auf Grund von Zellteilung 
und neu synthetisiertem Protein innerhalb von 24 Stunden vervierfacht, bleibt es deutlich 
unter dem der unbehandelten bzw. mit IgG behandelten Zellen. 
 
 
Abb. 3.8: Antikörper gegen die zentrale Region des Prionproteins inhibieren dessen Dimerisierung 
dauerhaft über 48 h. Dargestellt ist das zeitabhängige Biolumineszenzsignal von RK13+PrP-DC-Zellen 
ohne Behandlung (dunkelgrau) und bei Behandlung mit 10 µg/ml der PrP-spezifischen Antikörper Sha31 
(hellgrau) und SAF83 (weiß) und unspezifischem IgG (schwarz). Die Daten stellen den Mittelwert ± 
Standardabweichung dar (n = 4). 
 
Zusammenfassend zeigen die in den Abbildungen 3.6 bis 3.8 dargestellten Ergebnisse, 
dass sich die Dimerisierung des Prionproteins mit Hilfe des hier entwickelten 
Biolumineszenzassays messen lässt. Die hier durchgeführten Versuche mit acht PrP-
spezifischen Antikörpern, die gegen verschiedene Domänen des Proteins gerichtet sind, 
zeigen, dass Antikörper, die an die zentrale Domäne binden, die Dimerisierung effektiver 
inhibieren als Antikörper, die C- bzw. N-terminale Bereiche des Prionproteins erkennen. 
Dieser Effekt ist abhängig von der eingesetzten Konzentration der Antikörper, aber nicht 
von der Inkubationszeit. 
 
3.6 Eine akute Prioninfektion der RK13+PrP-DC-Zellen führt zu einem Anstieg des 
Biolumineszenzsignals 
 
Wie bereits im vorherigen Abschnitt dargestellt wurde, kann der Biolumineszenzassay 
eingesetzt werden, um die Dimerisierung des Prionproteins in vivo zu untersuchen. Dabei 




Experimenten wurde untersucht, ob der entwickelte Assay ebenfalls aggregiertes PrPSc  
detektieren kann. PrPSc steht für die pathogene, infektiöse Isoform von PrPC. Dazu 
wurden RK13+PrP-DC-Zellen mit 10%igem Hirnhomogenat von Tga20 Mäusen infiziert, 
welche zuvor mit Prionen des RML-Stammes infiziert wurden und daran erkrankten. Als 
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen sowie Zellen, die mit 10%igem Hirnhomogenat von 
gesunden C56BL/6J-Mäusen behandelt wurden (Wt). Abb. 3.9 zeigt das 
Biolumineszenzsignal der drei Versuchsgruppen in Abhängigkeit von der Inkubationszeit. 
Nach einer Inkubationsdauer von einem Tag ist das Signal der infizierten Zellen nicht von 
dem der uninfizierten Kontrollen unterscheidbar. Im Vergleich dazu kann nach drei Tagen 
ein Anstieg des Signals um mehr als 100% beobachtet werden, während die 
Biolumineszenz der uninfizierten Kontrollen nur leicht ansteigt. Dabei ist kein Unterschied 
zwischen den unbehandelten Zellen und den zur Kontrolle mit Hirnhomogenat von 
gesunden Wt-Mäusen behandelten Zellen feststellbar. Wie in Abb. 3.8 kann dieser leichte 
Anstieg durch neu synthetisiertes Protein, welches an der Zelloberfläche dimerisiert, 
verursacht werden. Im Vergleich zu dreitägiger Inkubationszeit ist das Signal nach fünf 
Tagen kaum verändert. 
  
Abb. 3.9: Die Dimerisierung von PrP nimmt nach akuter Infektion mit RML Prionen zu. Im 
Biolumineszenzassay mit RK13+PrP-DC-Zellen steigt im Vergleich zu unbehandelten Zellen (weiß), und 
Zellen, die mit 10%igem Hirnhomogenat gesunder Wt-Mäuse (grau) behandelt wurden, das Signal bei 
Infektion der Zellen mit 10%igem RML-Hirnhomogenat (schwarz). Die Daten stellen Mittelwert ± 




3.6.1 Die Behandlung mit Quinacrine hemmt die Prioninfektion 
 
Nachdem deutlich gezeigt werden konnte, dass bei einer Prioninfektion das 
Biolumineszenzsignal infizierter RK13+PrP-DC-Zellen steigt, sollte untersucht werden, ob 
der gegen Prionen gerichtete Wirkstoff Quinacrine, dessen Wirkungsmechanismus 
unbekannt ist (Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001), auch in diesem Assay wirksam ist 
(Abb. 3.10). Nach fünftägiger Inkubationszeit unterschied sich das Biolumineszenzsignal 
der unbehandelten Zellen und der Zellen, die mit Hirnhomogenat von gesunden 
C56BL/6J-Mäusen (Wt) behandelt wurden, nicht signifikant von einander, während das 
Signal der infizierten Zellen, wie schon in Abb. 3.9 gezeigt, signifikant höher war. Nach 
fünftägiger Quinacrine-Behandlung war bei den unbehandelten und bei den mit Wt-
Hirnhomogenat behandelten Zellen kein Unterschied zu den entsprechenden Zellen 
feststellbar, die nicht mit Quinacrine behandelt worden waren. Das Signal der mit RML 




Abb. 3.10: Behandlung mit dem anti-Prion Wirkstoff Quinacrine (QA) inhibiert die Infektion von RK13+PrP-
DC-Zellen. Im Biolumineszenzassay mit RK13+PrP-DC-Zellen ist zu erkennen, dass nach 5 d im Vergleich 
zu unbehandelten Zellen (weiß), und Zellen, die mit 10%igem Hirnhomogenat gesunder Wt-Mäuse 
behandelt wurden (grau), Zellen, die mit 10%igem RML-Hirnhomogenat behandelt wurden (schwarz), ein 
höheres Signal aufweisen, das allerdings bei gleichzeitiger Behandlung mit 400 nM Quinacrine nach 5 d 
stark vermindert ist und dem von nicht-infizierten Zellen gleicht. Die Daten stellen den Mittelwert ± 













































3.6.2 Eine akute Infektion von RK13+PrP-DC-Zellen kann für weitere fünf 
Prionstämme nachgewiesen werden 
 
Die in den Abb. 3.9 und 3.10 dargestellten Ergebnisse bezogen sich auf eine Infektion der 
RK13+PrP-DC-Zellen mit Prionen des RML Stammes. Zusätzlich hierzu wurden fünf 
weitere Prionstämme genutzt, um die Zellen zu infizieren und anschließend das 
Biolumineszenzsignal zu messen. Abb. 3.11 zeigt das Biolumineszenzsignal der 
unbehandelten Zellen fünf Tage nach der Einsaat, bzw. nach fünf Behandlungstagen mit 
Hirnhomogenat von gesunden C56BL/6J-Mäusen (Wt) und mit 87V, bzw. 22A Prionen, 
die in Prnp-B exprimierenden VM Mäusen passagiert wurden (Abb. 3.11 A). Zusätzlich 
wurden 22L, ME7 und 79A Prionen, die wie RML Prionen in C57BL/6 Mäusen passagiert 
wurden, welche Prnp-A exprimieren, (Abb.3.11 B) genutzt.  
Eine Behandlung mit Hirnhomogenat von gesunden C56BL/6J-Mäusen verursachte keine 
Veränderung des Signals im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die Infektion der 
Zellen mit 87V-Prionen löste dagegen eine Verdreifachung des Signals aus, eine Infektion 
mit Prionen des 79A Stammes löste ein sechsfach höheres Biolumineszenzsignal aus. 






Abb. 3.11 Der Biolumineszenzassay detektiert die Infektion von RK13+PrP-DC-Zellen nach Inkubation mit 
fünf verschiedenen Prionstämmen. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (weiß) oder Zellen, die mit 
10%igem Hirnhomogenat gesunder C56BL/6J-Mäusen (wt) inokuliert wurden (grau), induziert eine 
Inokulierung mit 10%igen Hirnhomogenaten von Mäusen, die je mit einem von fünf verschiedenen 
Prionstämmen infiziert waren, das Biolumineszenzsignal. Die Daten stellten den Mittelwert ± 
Standardabweichung dar (n = 10; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05 Kruskal-Wallis Rang-Summen-Test). 
 
Zusammenfassend zeigen die in den Abbildungen 3.9 bis 3.11 dargestellten Ergebnisse, 
dass eine akute Infektion von RK13+PrP-DC-Zellen mit RML Prionen bereits nach drei 
Tagen nachweisbar ist. Eine Infektion von RK13+PrP-DC-Zellen konnte für insgesamt 6 
verschiedene Prionstämme nachgewiesen werden, während eine Behandlung mit 
Hirnhomogenat von gesunden Wt-Mäusen das Biolumineszenzsignal nicht beeinflusste. 
Der entwickelte Biolumineszenzassay detektiert somit nicht nur die Dimerisierung des 
Prionproteins in vivo sondern auch eine durch Infektion induzierte Aggregation des 
Proteins. Eine gleichzeitige Behandlung der infizierten Zellen mit dem Anti-Prion Wirkstoff 
Quinacrine inhibiert die Prioninfektion. 
 
3.7 Chronisch infizierte RK13+PrP-DC-Zellen zeigen nach Quinacrine-Behandlung 
einen Rückgang des Biolumineszenzsignals 
 
Zusätzlich zu den akut infizierten RK13+PrP-DC-Zellen (Abb. 3.9) wurden chronisch 
infizierte Zellklone etabliert. Diese behielten ihre Infektion nach Entfernen des 
ursprünglich für die Infektion eingesetzten RML-Hirnhomogenats über mehrere Passagen 
bei.  Zur Charakterisierung des Infektionsstaus wurde das Biolumineszenzsignal der 
chronisch Infizierten Klone gemessen. Zusätzlich wurden sie, wie schon die akut 
infizierten Zellen, vor der Durchführung des Biolumineszenzassays fünf Tage lang mit 
dem Anti-Prion-Wirkstoff Quinacrine behandelt. Zwei Klone, ScRK13+PrP-DC Klon 14 
und 17, zeichneten sich durch einen deutlichen Rückgang des Biolumineszenzsignals 
nach Quinacrine-Behandlung aus. Abb. 3.12A zeigt das Biolumineszenzsignal des 
chronisch infizierten ScRK13+PrP-DC Klon 14  und unbehandelten RK13+PrP-DC-
Zellen. Der chronisch infizierte Klon zeichnete sich durch ein höheres 
Biolumineszenzsignal im Vergleich zu unbehandelten RK13+PrP-DC-Zellen aus. Nach 
fünftägiger Quinacrine-Behandlung war das Signal des infizierten Klons deutlich reduziert, 
während die Behandlung bei den unbehandelten Zellen keinen Einfluss auf die 




toxischen Effekt auf die Viabilität der Zellen verursacht wurde, wurde nach fünf 
Behandlungstagen mit Quinacrine  ein MTT-Assay durchgeführt. Wie in Abb. 3.12B 
dargestellt, hatte die Quinacrine-Behandlung keine Auswirkung auf die Viabilität der 
behandelten Zellen. Der Rückgang des Biolumineszenzsignals der chronisch infizierten 
Zellen nach Quinacrine-Behandlung war somit auf den Effekt des Wirkstoffs auf die PrP-
Aggregate zurückzuführen, während die Dimere der unbehandelten, nicht-infizierten 
Zellen unbeeinflusst blieben. 
  
Abb. 3.12: Quinacrine reduziert die Biolumineszenz von chronisch infizierten Zellklonen. A) Im Gegensatz 
zu unbehandelten Zellen (weiß), verursacht die Behandlung mit 400 nM Quinacrine (QA) (grau) für 5 d 
einen Rückgang des Biolumineszenzsignals bei infizierten ScRK13+PrP-DC-Zellen, aber nicht bei nicht-
infizierten RK13+PrP-DC-Zellen. Die Daten stellen den Mittelwert ± Standardabweichung dar (n = 8). B) 
QA hat keinen Einfluss auf die Viabilität der Zellen. Die Daten stellten den Mittelwert ± Standardabweichung 
dar (n = 8). 
 
3.8 Tga20 Mäuse, die mit Lysat der chronisch infizierten und Quinacrine-sensitiven 
ScRK13+PrP-DC-Zellen infiziert wurden, zeigen weder Krankheitssymptome noch 
eine verkürzte Lebensdauer 
 
Da die chronisch infizierten Zellklone 14 und 17 nach Behandlung mit proteinase K kein 
Signal im Western Blot zeigten, sollte deren Infektiosität im Tierversuch nachgewiesen 




beiden ScRK13+PrP-DC-Zellklonen infiziert, die durch ein erhöhtes Biolumineszenzsignal 
und durch einen Rückgang des Signals nach Quinacrine-Behandlung aufgefallen waren 
(Abb. 3.12). Tga20-Mäuse, die mit Lysat unbehandelter RK13+PrP-DC-Zellen injiziert 
wurden dienten als Negativkontrolle. RML-Hirnhomogenat-infizierte Mäuse wurden als 
Positivkontrolle eingesetzt.  
Die Überlebenskurve in Abb. 3.13 zeigt die Überlebensrate der drei Versuchsgruppen. 
Tga20-Mäuse, die mit RML-Hirnhomogenat infiziert wurden, zeigten bereits 56, bzw. 57 
Tage nach der Infektion charakteristische neurologische Symptome einer 
Prionerkrankung wie z. B. ausgeprägte Kyphosis, Schwierigkeiten bei der Fortbewegung, 
sprödes Fell und lethargisches Verhalten. Sie wurden daraufhin getötet und die Gehirne 
für die Analyse im Western Blot aufbereitet. Von den sieben Kontrolltieren, die mit Lysat 
nicht infizierter RK13+PrP-DC Zellen inokuliert wurden („Kontrolle“), verstarben zwei Tiere 
nach 49 und 556 Tagen aufgrund interkurrenter Erkrankung ohne vorherige Symptome. 
Die restlichen fünf Mäuse wurden, nachdem sie ein Alter von über 600 Tagen erreicht 
hatten, getötet. Drei von ihnen zeigten zu diesem Zeitpunkt eine milde Kyphosis und 
hatten Probleme bei der Fortbewegung. Jedoch wies keines der Tiere klare Anzeichen 
einer Prionerkrankung auf. Aus der Gruppe der Tga20 Mäuse, die mit Lysat der 
ScRK13+PrP-DC inokuliert wurden, starben vier Mäuse 272, 280, 485 und 535 Tage nach 
der Inokulation ohne zuvor auffällige Symptome gezeigt zu haben. Bei den letzten drei 
Tieren war keine Entnahme des Gehirns möglich. Eine Maus musste 520 Tage nach der 
Inokulation getötet werden, da sie lethargisch wirkte und ein stark aufgeblähtes Abdomen 
hatte. Die weiteren elf Mäuse aus dieser Versuchsgruppe wurden getötet, nachdem sie 
ein Alter von über 600 Tagen erreicht hatten. Zu diesem Zeitpunkt zeigten alle Mäuse 
milde bis starke Kyphosis, kahle Stellen im Fell sowie verkrampfte und unbewegliche 
Krallen, aber keine klaren Anzeichen einer Prionerkrankung. Die Gehirne dieser Mäuse 






Abb. 3.13: Die Überlebenskurven der drei Versuchsgruppen zeigen, dass Tga20 Mäuse, die mit Lysat von 
chronisch infizierten ScRK13+PrP-DC-Zellen infiziert wurden (orange) keine verkürzte Lebensdauer im 
Vergleich zu Kontroll-Mäusen, die mit Lysat von nicht-infizierten Zellen infiziert wurden (blau) zeigen. Tga20 
Mäuse, die mit RMl-Hirnhomogenat infiziert wurden (grün) starben 56, bzw. 57 Tage nach der Injektion.  
3.9 In Hirnhomogenat von Tga20-Mäusen, die mit chronisch infizierten 
ScRK13+PrP-DC infiziert wurden, war kein PrPSc nachweisbar 
 
Da die Tga20-Mäuse, die mit Lysat von chronisch infizierten ScRK13+PrP-DC-Zellen 
inokuliert wurden, im Gegensatz zu RML-infizierten Mäusen keine neurologischen 
Anzeichen einer Prionerkrankung entwickelten, wurden die Gehirne aller Versuchstiere 
biochemisch auf eine subklinische Erkrankung hin untersucht. Der Western Blot in Abb. 
3.14 stellte exemplarisch das PrP-Signal aus dem Hirnhomogenat von jeweils einem 
Versuchstier pro Gruppe vor und nach Behandlung mit proteinase K (PK) dar. Ausser bei 
RML-infizierten Tga20-Mäusen war nach dem Verdau mit PK bei keinem der 
Versuchstiere ein Signal im Western Blot zu sehen. Nach dem PK-Verdau war für die 
RML-infizierten Tiere ein charakteristisch verschobenes PrP-Signal im Western Blot 
detektierbar. Das Enzym verdaut in diesem Fall nur den PrP-N-Terminus, wohingegen 
der C-Terminus PK-resistent ist und somit noch nach dem Verdau im Western Blot 
nachweisbar bleibt. Insgesamt war auch auf Western Blot-Ebene kein Unterschied 
zwischen Tga20 Mäusen, die mit Lysat von chronisch infizierten ScRK13+PrP-DC-Zellen 






Abb. 3.14: Tga20-Mäuse, die mit Lysat von ScRK13+PrP-DC-Zellen infiziert wurden akkumulierten keine 
proteinase K (PK)-resistenten Prionen im Gehirn. Hirnhomogenat von RML-infizierten Tga20 Mäusen (Spur 
1 und 2) zeigt im Gegensatz zu Hirnhomogenat von RK13+PrP-DC-infizierten Mäusen (Spur 3 und 4) und 
Hirnhomogenat von ScRK13+PrP-DC-infizierten Mäusen (Spur 5 und 6) nicht nur vor dem PK-Verdau 
(Spuren 1, 3 und 5), sondern auch danach (Spuren 2, 4 und 6) ein Signal für PrP mit niedrigerem 
Molekulargewicht im Western Blot. Es wurde der PrP-spezifische Antikörper Sha31 verwendet. 
Molekulargewicht in kDa. 
 
3.10 Das Wirkstoff-Screening identifiziert eine Substanz, die Dimerisierung und 
Aggregierung von PrP inhibiert 
 
Im Anschluss an die Etablierung des Biolumineszenzassays, der, wie die vorherigen 
Ergebnisse zeigten, sowohl PrP-Dimere als auch infektionsinduzierte PrP-Aggregate 
detektieren konnte, wurde der Assay für ein Wirkstoff-Screening genutzt. Dabei wurde 
nach Wirkstoffen gesucht, die die PrP-Dimerisierung inhibieren und somit auch gegen 
PrP-Aggregate in infizierten Zellen wirksam wären.  
 
Abb. 3.15: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Eingrenzung der Wirkstoffe im Screening mit 





Im Rahmen dieses Screenings wurden insgesamt 1650 Wirkstoffe der „Pharmacologically 
Active Compound Library” der Firma Selleckchem untersucht, die pharmakologisch aktive 
Wirkstoffe wie Inhibitoren, Rezeptorliganden oder bereits zugelassene Medikamente 
enthält.  Um die Zahl der Wirkstoffe einzugrenzen, wurden folgende Arbeitsschritte 
durchgeführt, die in Abb. 3.15 schematisch dargestellt sind. Zunächst wurden alle 1650 
Wirkstoffe auf RK13+PrP-DC-Zellen getestet. Daraus ergaben sich 240 Wirkstoffe, die 
eine Reduktion des Biolumineszenzsignals verursachten und somit die PrP-Dimerisierung 
inhibierten. Weiterhin wurde untersucht, ob der beobachtete Rückgang des Signals PrP-
spezifisch oder auf Wechselwirkung mit dem Substrat oder auf toxische Effekte auf die 
Zellen zurückzuführen war. Dazu wurden RK13-Zellen, die die Volllängen Version von 
hGLuc exprimierten, mit diesen 240 Wirkstoffen behandelt. Da 73 Wirkstoffe auch bei 
diesen Zellen einen Rückgang des Biolumineszenzsignals verursachten, wurden diese 
vom weiteren Screening ausgeschlossen. Die verbliebenen 167 Wirkstoffe wurden 
entsprechend ihrer Wirksamkeit auf die PrP-Dimere sortiert. Die 13 effektivsten wurden 
anschließend ausgewählt, um ScN2a-Zellen zu behandeln und die Wirkung auf PrP-
Aggregate zu testen. Vor der Behandlung wurden die ScN2a-Zellen fünf Tage lang mit 
den ausgewählten Wirkstoffen in Konzentrationen von 0,01 µM bis 10 µM inkubiert. Mit 
Hilfe des im Anschluss durchgeführten MTT-Assays wurden die Wirkstoffkonzentrationen 
ermittelt, die zur Behandlung der ScN2a-Zellen eingesetzt wurden. Zwei Wirkstoffe 
zeigten schon bei 0,01 µM negative Auswirkungen auf die Zellviabilität und wurden daher 
nicht für die Behandlung eingesetzt. 
 
Tabelle 3.2: Trivialnamen, bekannte Zielstrukturen und Konzentrationen der für die Behandlung von ScN2a-




17-DMAG HCl (Alvespimycin) HSP (e.g. HSP90) 0,01 
Flavopiridol (Alvocidib) HCl CDK 0,01 
Ponatinib (AP24534) Bcr-Abl 0,01 
Dapivirine Reverse Transcriptase 0,1 
R406 FLT3 0,1 
Elaiophylin (Azalomycin-B)  0,1 
AZD5363 Akt 0,5 
Etravirine (TMC125) Reverse Transcriptase 0,5 




Cobicistat (GS-9350) P450 (e.g. CYP17) 0,5 
AST-1306 EGFR 0,5 
JTC-801 Opioid Receptor 0,5 
AEE788 (NVP-AEE788) EGFR 0,5 
 
ScN2a-Zellen wurden 5 Tage mit den 13 Wirkstoffen mit den in Tabelle 3.2 angegebenen 
Konzentrationen behandelt, wobei das Medium alle zwei Tage gewechselt wurde. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Lysate für die Untersuchung im Western 
Blot vorbereitet. Die Quantifizierung der in Abbildungen 3.15 und 3.16 dargestellten 
Western Blots zeigen, dass unter den 13 untersuchten Wirkstoffen nur JTC-801 gegen 
Prionen wirksam ist. 
 
 
Abb. 3.16 Keiner der hier mit ScN2a-Zellen getesteten Wirkstoffe aus dem Screening führte zu einer 
zuverlässigen Reduktion des PK-res. PrPSc Signals  
A) Ein exemplarischer Western Blot zeigt das Signal von ScN2a-Zellen nach 5 d Behandlung mit den 
angegebenen Wirkstoffen. Die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen sind in Tabelle 3.2 angegeben. QA 




verwendet. Molekulargewicht in kDa. B) Densitometrische Quantifizierung der Signalintensität von 
mindestens drei Western Blots. Die Daten stellten den Mittelwert ± Standardabweichung dar.  
 
 
Abb. 3.17 Der im Screening gefundene Wirkstoff JTC-801 ist wirksam gegen Prionen in ScN2a-Zellen.  
A) Ein exemplarischer Western Blot zeigt das Signal von ScN2a-Zellen nach 5 d Behandlung mit den 
angegebenen Wirkstoffen. Die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen sind in Tabelle 3.2 angegeben. QA 
wurde hier mit 1 µM als Positivkontrolle eingesetzt. Es wurde der PrP-spezifische Antikörper Sha31 
verwendet. Molekulargewicht in kDa. B) Densitometrische Quantifizierung der Signalintensität von 
mindestens drei Western Blots. Die Daten stellten den Mittelwert ± Standardabweichung dar.  
 
Auf der Grundlage der ausgewerteten Western Blots wurde JTC-801 für weitere 
Behandlungen ausgewählt. Um die EC50 von JTC-801 zu bestimmen, wurde eine 
Titrationsreihe durchgeführt, bei der ScN2a-Zellen mit Konzentrationen von JTC-801 
zwischen 0,1-1,0 μM für fünf Tage behandelt wurden. Anschließend wurden die Zelllysate 
mit PK behandelt und im Western Blot analysiert (Abb. 3.18A). Dieser Versuch zeigt, dass 




steigender Wirkstoffkonzentration das PK-resistente PrPSc-Signal in Abhängigkeit von der 
eingesetzten Konzentration reduziert. Nach der densitometrischen Quantifizierung der 
Signalintensitäten der PK-resistenten PrP-Banden relativ zur unbehandelten Kontrolle 
wurden diese gegen die JTC-801-Konzentration aufgetragen (Abb. 3.18B). Die Werte 
dienten als Vorlage für eine sigmoidale Kurve, mit deren Gleichung für JTC-801 eine EC50 
von 383 nM bestimmt wurde. Um auszuschließen, dass der Rückgang des Signals durch 
einen toxischen Effekt auf die Viabilität der Zellen verursacht wurde, wurde nach fünf 
Behandlungstagen mit JTC-801 ein MTT-Assay durchgeführt. Wie in Abb. 3.18C 
dargestellt, hatte die JTC-801-Behandlung bis zu einer eingesetzten Konzentration von 5 
μM keine Auswirkung auf die Viabilität der behandelten Zellen, bei einer Konzentration 
von 10 μM war JTC-801 jedoch toxisch. Diese Konzentration wurde für die Antiprion-
Behandlung der ScN2a Zellen nicht eingesetzt. 
 
 
Abb. 3.18: Titrationsreihe zur Bestimmung der EC50 von JTC-801 in ScN2a-Zellen und Viabilitätstest nach 
JTC-801 Behandlung mit steigenden JTC-801-Konzentrationen. 
A) Im Western Blot wurden Lysate von unbehandelten ScN2a-Zellen ohne PK-Verdau (Spur 1) und nach 
PK-Verdau (Spur 2) und nach PK-Verdau nach fünftägiger Behandlung mit steigenden JTC-801-
 56 
 
Konzentrationen aufgetragen (Spuren 3-9). Es wurde der PrP-spezifische Antikörper Sha31 verwendet. 
Molekulargewicht in kDa. B) Der Western Blot wurde densitometrisch quantifiziert und die Werte relativ zu 
den von unbehandelten Zellen in Abhängigkeit von der JTC-801-Konzentration aufgetragen. Die 
Fehlerbalken stellen die Standartabweichung dar. Diese Werte wurden einer sigmoidalen Ausgleichskurve 
angepasst, anhand derer für JTC-801 eine EC50 von 383 nM bestimmt wurde. C) Der MTT-Assay zeigt, 
dass JTC-801 nur in einer Konzentration von 10 μM toxisch ist. Die Daten stellen den Mittelwert ± 









































Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Biolumineszenzassays, der 
sowohl die Dimerisierung, als auch die Aggregation von PrP in vivo messen kann. Die 
vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es mit dem neuentwickelten Testverfahren möglich 
ist, wichtige Aspekte der Dimerbildung und der Aggregation des Prionproteins und damit 
verbundene Fragen zu untersuchen. Darüber hinaus konnte in einem auf diesem 
Testverfahren basierenden Wirkstoff-Screening ein Wirkstoff gefunden werden, der Prion-




Das zentrale Ereignis bei den übertragbaren, erblichen als auch bei den sporadisch 
auftretenden Prionerkrankungen ist die Umwandlung von PrPC in die infektiöse, 
fehlgefaltete Isoform PrPSc (Prusiner, 1998). Eine der vielen noch offenen Fragen der 
Prionenforschung beschäftigt sich mit den Mechanismen, die dieser Umwandlung und der 
Replikation von PrPSc zu Grunde liegen. Ein besseres Verständnis ist auch im Hinblick 
auf die Entwicklung von Anti-Prion-Medikamenten und Behandlungsmöglichkeiten 
wichtig. Der Gedanke, dass PrP Dimere bildet, welche eine wichtige Rolle bei der 
Replikation von Prionen spielen könnten, lässt sich schon zu einem frühen Zeitpunkt in 
der Fachliteratur finden (A.G. Dickinson, 1979) und wurde seitdem durch in vitro und in 
vivo Studien bestätigt (Warwicker, 2000; Warwicker and Gane, 1996); (Aguzzi et al., 2008; 
Meyer et al., 2000). Auch die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die 
von RK13-Zellen exprimierten PrP-Fusionskonstrukte dimerisieren und lassen darauf 
schließen, dass PrPC in vivo Dimere bildet. Die immunozytochemische Färbung macht 
zudem deutlich, dass die PrP-Fusionskonstrukte hauptsächlich an der äußeren 
Zellmembran lokalisiert sind. Der Vorgang der Dimerisation konnte mit Hilfe des hier 
entwickelten Biolumineszenzassays zellbasiert gemessen und nachgewiesen werden. 
Dass es sich dabei um eine von PrP-vermittelte Dimerisation handelt, wurde anhand der 
Negativkontrollen deutlich, die nur die zwei hGLuc-Hälften exprimieren und kein 
wesentlich messbares Biolumineszenzsignal aufweisen. Die Voraussetzung für ein 




beobachten, dass die PrP-Dimere sich spontan bilden. Diese Ergebnisse stimmen mit 
Computersimulationen und thermodynamischen Modellen (Harrison et al., 1999) überein 
und sprechen für die Tendenz von PrPC Dimere zu bilden.  
 
4.2 Der Effekt PrP-spezifischer Antikörper auf die Dimerisation 
 
Im angesprochenen Zeitreihenexperiment und in zwei weiteren Versuchen (Abb. 3.6 und 
3.7) wurden PrP-spezifische Antikörper eingesetzt. Sie wurden entsprechend ihrer 
Epitope und ihrer Fähigkeit PrP zu binden ausgesucht. Im Biolumineszenzassay zeigte 
sich, dass sie das Biolumineszenzsignal abhängig vom Epitop und von der eingesetzten 
Konzentration senken. Dies wird vermutlich durch die Bindung der Antikörper an PrP 
ausgelöst, die die Dimerisation des Proteins und damit die räumliche Nähe zwischen den 
Luziferasehälften verhindert. Antikörper, die an die zentrale Region von PrP binden, sind 
dabei am effektivsten. Ein toxischer Effekt der Antikörper konnte durch einen 
Toxizitätsassay ausgeschlossen werden.  
 
In einer 2005 veröffentlichten Studie (Feraudet et al., 2005) wurden 145 Anti-PrP-
Antikörper anhand ihrer Epitope charakterisiert und mit Hilfe von Prionen-infizierten N2a-
Zellen auf ihre Anti-Prion-Eigenschaften getestet, u.a. auch die in dieser Arbeit 
verwendeten Antikörper SAF32, SAF34, SAF61, SAF83, Sha31 und BAR236. Die gegen 
die Octarepeat-Domäne gerichteten Antikörper (SAF32 und SAF34) konnten die PrPSc-
Mengen in infizierten ScN2a-Zellen um 70% reduzieren, die gegen die zentrale Region 
gerichteten Antikörper (SAF83 und Sha31) bewirkten eine Reduktion von 80%-90%. 
Obwohl in der zitierten Studie (Feraudet et al., 2005) die Wirkung der Antikörper auf PrPSc 
im Mittelpunkt stand, lassen sich Gemeinsamkeiten zu den in dieser Arbeit erhobenen 
Ergebnissen finden. Zum einen waren SAF83 und Sha31, wie in Abb. 3.6 zu sehen, mit 
SAF61 die effektivsten Antikörper, zum anderen zeigte sich bei allen getesteten 
Antikörpern ein konzentrationsabhängiger Effekt (Abb. 3.7). Für Sha31 und SAF83 wurde 
in der zitierten Studie eine IC50 von <0,3 µg/ml bestimmt, während die IC50 für SAF61 mit 
2,5 µg/ml deutlich höher war. In der vorliegenden Arbeit war SAF61 dagegen genauso 
effektiv wie Sha31 und SAF83, allerdings lag der Fokus auf der Inhibierung von PrP-




Antikörperbindung an PrPC und der Fähigkeit des entsprechenden Antikörpers, infizierte 
Zellen zu kurieren und schlussfolgerten unter Berücksichtigung von weiteren Studien 
(Enari et al., 2001; Peretz et al., 2001), dass diese Wirkung auf die Inhibierung des PrPC 
– PrPSc Kontakts als auf die Bindung an spezifischen Epitopen zurückzuführen ist. Mit den 
Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit kann ergänzt werden, dass Antikörper, die die 
PrPSc-Konzentration besonders effektiv senken, bereits bei der Inhibierung von PrPC-
Homodimeren wirksam sind. Die hierbei beobachteten epitopspezifischen Unterschiede 
(Abb. 3.6A) lassen darauf schließen, dass die zentrale Region von PrP bei der 
Dimerisation eine besondere Rolle spielt. Dieses Ergebnis findet sich bei auf CD- und 
NMR-Analysen basierenden Studien bestätigt (Morrissey and Shakhnovich, 1999; Ziegler 
et al., 2003). Andere Arbeiten zeigen hingegen, dass der C-Terminus und insbesondere 
die Region zwischen den beiden alpha-Helix-Strukturen bei der Dimerbildung wichtig ist 
(Haire et al., 2004; Knaus et al., 2001). Im Biolumineszenzassay wurde der C-Terminus 
durch den Antikörper EP1802Y abgedeckt (AS 220-231). Dieser inhibierte die PrP-Dimere 
jedoch weniger effektiv als die Antikörper gegen die Zentrale Region. Die Verwendung 
von PrP-Antikörpern gegen verschiedene Epitope des Proteins im Biolumineszenzassay 
kann einen Hinweis geben, welche Regionen in vivo bei der Dimerisierung involviert sind. 
Insgesamt sind weitere hochauflösende Strukturmodelle von PrPC und PrPSc nötig, um 
herauszufinden, welche Regionen bei der Dimerisierung und schließlich bei der 
Umwandlung zu PrPSc involviert sind (Singh and Udgaonkar, 2015).  
 
Zusätzlich zur sterischen Hinderung der Dimerisation durch die Antikörperbindung 
könnten Antikörper auch beim Transport oder bei der Degradierung von PrP eine Rolle 
spielen. Es wurde beispielsweise berichtet, dass SAF61 die Halbwertszeit von PrPC an 
der Zelloberfläche von fünf auf drei Stunden verkürzt, während SAF34 kaum Einfluss auf 
die Halbwertszeit hat (Perrier et al., 2004). Im Biolumineszenzassay könnte dies mit dem 
deutlich geringeren Biolumineszenzsignal nach Behandlung mit SAF61 im Vergleich zu 
SAF34 korrelieren. Die Epitope von SAF34 und SAF61 entsprechen unterschiedlichen 
Bindestellen des PrP-Laminin-Rezeptors (Hundt et al., 2001). Vermutlich könnte eine 
Bindung von SAF61 PrP destabilisieren und so zu einer schnelleren Degradation des 





Entgegen der Ergebnisse aus dem Biolumineszenzassay, die eine antikörperinduzierte 
Inhibierung von PrP-Dimeren zeigen, weisen andere Studien auf ein „Crosslinking“ von 
PrP-Monomeren durch PrP-Antikörper hin, das zu Apoptose in Neuronen des 
Hippokampus und Zerebellums führt (Solforosi et al., 2004). Mittlerweile gibt es jedoch 
auch Studien, die das „Crosslinking-Modell“ und den damit verbundenen Zelltod von 
Neuronen in Frage stellen (Klohn et al., 2012). In beiden Studien wurden C57BL/10 
Mäuse intrazerebral mit den PrP-Antikörpern injiziert, daher ist ein direkter Vergleich zu 
den mit dem Biolumineszenzassay erhobenen Daten schwierig.  
 
Zusammenfassend stellt der Einsatz von PrP-Antikörpern einen vielversprechenden 
Ansatz zur Behandlung von Prionerkrankungen dar (White et al., 2003). Im Mausmodell 
konnte gezeigt werden, dass Mäuse mit einem hohen Anti-PrP-Antikörpertiter nach 
anschließender Infektion mit 139A-Prionen symptomfrei blieben (Goni et al., 2008). Der 
Ansatz der Antikörpertherapie wurde auch auf andere neurodegenerative Erkrankungen 
wie Alzheimer (Schenk et al., 1999) und Parkinson (Masliah et al., 2005) übertragen. 
 
Die Ergebnisse des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Biolumineszenzassays weisen 
daraufhin, dass die acht hier verwendeten Antikörper bereits auf PrP-Dimerebene aktiv 
sind, insbesondere wenn sie gegen die zentrale Region von PrP gerichtet sind. Dies stellt 
scheinbar eine gute Voraussetzung für die Behandlung von Prion-inifizierten Zellen dar.  
 
4.3 Detektion Infektions-induzierter Aggeregation von PrP 
 
Neben der Detektion von PrP-Homodimeren und den damit verbundenen 
Schlussfolgerungen zu deren Bildung und dem Einfluss verschiedener Antikörper und 
Epitope ist es mit dem Biolumineszenzassay auch möglich, Infektions-induzierte 
Aggeregation von PrP zu messen. Nach drei Behandlungstagen war das 
Biolumineszenzsignal der mit RML-Hirnhomogenat infizierten Zellen signifikant höher als 
das der nicht-infizierten Kontrollen (Abb.3.9). In einer 2011 veröffentlichten Studie wurde 
beschrieben, dass die Infektion und die Synthese von PrPSc schon eine Minute nach 
Inkubation mit RML-Prionen stattfindet (Goold et al., 2011). Diese Ergebnisse beruhen 




Versuch), während im Biolumineszenzassay mindestens 5000 RK13+PrP-DC-Zellen 
benötigt wurden, um ein messbares Signal zu generieren. Ein infektionsinduzierter 
Anstieg des Biolumineszenzsignals kann im Biolumineszenzassay nach dreitägiger 
Inkubation gemessen werden. Das nach 24 Stunden messbare Signal der mit RML-
Prionen infizierten RK13+PrP-DC Zellen enthält möglicherweise schon PrP-Aggregate, 
läßt sich jedoch noch nicht, wie nach drei- und fünftägiger Inkubation, vom Signal der 
uninfizierten Kontrollen unterscheiden.  
Das Signal der uninfizierten Kontrollen spiegelt dabei die Konzentration von PrP-
Homodimeren wider. Der Signalanstieg nach Infektion mit RML-Prionen wird dagegen von 
PrPSc-Aggregaten ausgelöst. Es ist mittlerweile weitgehend akzeptiert, dass Prionen 
hauptsächlich aus fehlgefaltetem und aggregiertem Prionprotein bestehen (Prusiner, 
1998) . Somit kann davon ausgegangen werden, dass PrPSc mit dem von RK13 Zellen 
exprimierten PrPC-Fusionsprodukten interagiert, was zu einer Rekrutierung von PrPC-
Fusionsprodukten in PrPSc-Aggregate führt und eventuell zur Übertragung der PrPSc 
Konformation auf die PrP-Fusionsproteine. Möglicherweise bilden sich zusätzlich 
intermediäre PrPC-PrPSc-Heterodimer-Komplexe und PrPSc-Dimere aus rekrutiertem 
PrPC, wie sie in Modellen zur PrPC-PrPSc-Umwandlung vorgeschlagen werden (Come et 
al., 1993; Prusiner and DeArmond, 1990; Tompa et al., 2002).  
 
4.4 QA-Behandlung infizierter RK13+PrP-DC-Zellen  
 
Aus dem Anstieg des Biolumineszenzsignals in Abhängigkeit von der Behandlungsdauer 
(Abb. 3.9) geht nicht hervor, welchen Anteil PrPSc-Aggregate oder intermediäre Produkte 
daran haben. Darüber gaben die Experimente, bei denen die akut und chronisch 
infizierten RK13+PrP-DC-Zellen mit QA behandelt wurden Aufschluss (Abb. 3.10). Der 
inhibierende Effekt von QA auf die PrPSc-Akkumulation in Zellen, die mit Maus- oder 
Hamster-adaptierten Prionen infiziert wurden, wurde mehrfach beschrieben (Barret et al., 
2003; Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001). Als Wirkmechanismus wird ein 
destabilisierender Effekt auf Cholesterin-reiche Membranstrukturen diskutiert, der eine 
verringerte PrP-Konzentration zur Folge hat (Klingenstein et al., 2006). Andere Studien 
zeigen eine unspezifische Bindung und Stabilisierung von PrPC, die durch QA-




wurde zudem beobachtet, dass QA die Entstehung von PrP-Oligomeren verhindert, 
indem es die Protein-Struktur verändert (Georgieva et al., 2006). Der 
Biolumineszenzassay zeigt, dass die QA-Behandlung keinen Einfluss auf PrPC-Dimere 
hat, sondern nur die Bildung von Infektions-induzierten PrPSc-Aggregaten inhibiert. Somit 
wirkt QA PrPSc-spezifisch. Dies würde eher für eine durch QA ausgelöste 
Strukturänderung und die damit verbundene Inhibierung der PrPSc-Oligomere oder 
Aggregate sprechen, da eine Störung von Cholesterin-reichen Membranstrukturen sich 
auch auf PrPC auswirken würde. Bei chronisch infizierten ScRK13+PrP-DC Zellen ging 
das Biolumineszenzsignal nach QA-Behandlung um mehr als 80% zurück (Abb. 3.12), 
was einem hohen Anteil an PrPSc-Aggregaten am Gesamt-Biolumineszenzsignal 
entsprechen würde. Das Biolumineszenzsignals bei akut infizierten RK13+PrP-DC Zellen 
nach QA-Behandlung war im Gegensatz zu unbehandelten Zellen signifikant verringert, 
der Unterschied war aber nicht so deutlich wie bei chronisch infizierten Zellen, es 
entsprach der Konzentration der PrP-Dimere (Abb 3.10). Möglicherweise lag die 
Konzentration an PrPSc-Aggregaten zu diesem Zeitpunkt der Infektion noch nicht in dem 
Umfang vor wie in chronisch infizierten Zellen, so dass sich das gemessene Signal 
hauptsächlich aus PrPC-Dimeren zusammensetzte. Die Wirkung von QA ist, wie bereits 
erwähnt, in der Literatur ausführlich beschrieben. Studien mit Prion-infizierten ScN2a 
Zellen ergaben eine EC50 von 300 nM (Korth et al., 2001). Eine komplette Inhibierung von 
PK-resistentem PrPSc wurde bei einer Konzentration von 400 nM beobachtet, ohne dabei 
toxisch für die Zellen zu sein (Korth et al., 2001).  Diese Werte lagen den für diese Arbeit 
durchgeführten QA-Behandlungen zu Grunde und führten zu der beobachteten Reduktion 
des Biolumineszenzsignals. 
 
4.5 Nachweis der Infektiosität im Mausversuch 
 
Zur Validierung des Infektionsstatus der chronisch infizierten Zellen wurden Tga20 Mäuse 
interzerebral mit Zelllysat infiziert. Die Mäuse zeigten daraufhin weder eine verkürzte 
Lebensdauer noch PK-resistentes PrP im Hirnhomogenat (Abb. 3.13). Dies kann an der, 
bereits in der Einleitung erläuterten Speziesbarriere liegen. Die Speziesbarriere besteht 
aufgrund von Unterschieden in der Primärstruktur von PrP zwischen verschiedenen 




Fusionsprodukts aus PrP und hGLuc einerseits und dem endogenen PrP der Tga20 
Mäuse andererseits nicht überwunden werden konnte. Außerdem wurde berichtet, dass 
es bei Mäusen, die ein Fusionsprodukt aus PrP und EGFP sowie endogenes PrPC 
exprimieren zu „Konkurrenz“ um die PrPSc-Bindung kommt. Dadurch soll der Prozess der 
PrPSc-Ausbreitung verlangsamt worden sein (Barmada and Harris, 2005). Möglicherweise 
war die Menge an PrPSc-Aggregaten zwar ausreichend, um eine Steigerung des 
Biolumineszenzsignals und eine Reaktion auf die QA-Behandlung auszulösen, aber zu 
gering, um Tga20 Mäuse zu infizieren. Darüber hinaus ist bereits gezeigt worden, dass 
die PrPSc-Konzentration nicht zwingend mit der Infektiosität korreliert (Lasmezas et al., 
1997; Manson et al., 1999). Trotzdem ist der Nachweis von PrPSc das Hauptkriterium zur 
Bewertung der Infektiosität sowohl bei Tier- als auch bei humanen Prionerkankungen 
(Piccardo et al., 2007). Traditionell wird PrPSc als PK-resistent beschrieben. Mehrere 
Studien zeigen jedoch die Existenz PK-sensitiver, löslicher PrP-Oligomere, die bei 
verschiedenen Prionerkrankungen, beispielsweise CJD, auftreten. (Cronier et al., 2008; 
Pastrana et al., 2006; Sajnani et al., 2012; Tzaban et al., 2002).  Somit können die 
RK13+PrP-DC Zellen trotz der fehlenden Übertragbarkeit der Infektiosität auf Tga20 
Mäuse und der Abwesenheit von PK-resistentem PrPSc als infiziert angesehen werden. 
Dafür spricht der Anstieg des Biolumineszenzsignals gegenüber den Kontrollen und die 
Reaktion auf den Anti-Prion-Wirkstoff QA. Als weiterführender Versuch wäre die Passage 
von Hirnhomogenaten der möglichweise subklinischen Tag20 Mäuse in weitere 
Versuchstiere denkbar. 
 
4.6 Infektion mit unterschiedlichen Prion-Stämmen 
 
Die Diversität der existierenden Prionstämme wird mit der Variabilität der Konformation 
von PrPSc begründet (Bessen and Marsh, 1994). Trotz vielfältiger 
Forschungsbemühungen ist dies jedoch noch nicht abschließend geklärt. Prionstämme 
lassen sich anhand biochemischer Eigenschaften wie der Stabilität gegenüber Hitze oder 
chaotropischen Salzen, ihres Glykosylierungsmusters oder der PK-Resistenz 
charakterisieren (Bessen and Marsh, 1994; Collinge et al., 1996; Khalili-Shirazi et al., 
2005; Parchi et al., 1996; Safar et al., 1998). In vivo sind beispielsweise die auftretenden 




je nach Prionen-Stamm unterschiedlich (Bruce, 1993; Fraser, 1993; Westaway et al., 
1987). Auch in dieser Arbeit ließen sich Prionstamm-spezifische Unterschiede 
beobachten. Der Anstieg des Biolumineszenzsignals war nach Inkubation mit 22L- und 
87V-Prionen deutlich höher als nach Inkubation mit 22A-Prionen. ME7 und 79A-Prionen 
verursachten dagegen keinen signifikanten Anstieg des Signals und führten demnach 
auch nicht zu einer Infektion der RK13+PrP-DC-Zellen (vgl. Abb. 3.11). Alle in dieser 
Arbeit untersuchten Prionenstämme waren Maus-adaptiert und von Scrapie-Material aus 
Schafen abgeleitet. Zwei Zellkulturstudien, in denen ebenfalls RK13 Zellen mit ME7- und 
22L-Prionen infiziert wurden, kamen zu einem ähnlichen Ergebnis: Die Infektion mit 22L-
Prionen führte zur Amplifikation von PrPSc, welches im Western Blot nachgewiesen 
werden konnte, während nach Infektion mit ME7-Prionen kein PrPSc detektierbar war 
(Courageot et al., 2008; Vorberg et al., 2004). 
N2a Zellen sind die am häufigsten genutzte Zelllinie bei Experimenten zu zellulären 
Aspekten bei der Verbreitung von Prionen. Da PrPSc hauptsächlich in Zellen des Zentralen 
Nervensystems vorkommt, wird angenommen, dass neuronale Zellen besonders anfällig 
für die Akkumulation und Verbreitung von Prionen sind. Ähnliche wie die Epithelzellline 
RK13 sind N2a Zellen mit 22L und 87V Prionen infizierbar, jedoch nicht mit ME7-Prionen 
(Courageot et al., 2008; Vorberg et al., 2004). Auch Arbeiten mit N2a Subklonen CAD5-, 
R33-, LD9- und PK1 Zellen zeigten, dass 22L-Prionen „virulenter“ sind als ME7-Prionen, 
die nur zwei der getesteten Zell-Linien infizierten (Mahal et al., 2007). Dies spricht dafür, 
dass die geringe Infektiosität der ME7-Prionen nicht Zelllinen-spezifisch, sondern mit 
spezifischen Eigenschaften des Prionstammes verbunden ist. Thackray et al. verglichen 
einige biochemische Eigenschaften RML- und ME7-Prionen und zeigten u.a. 
Unterschiede des Glykosylierungsprofils auf, was in einem veränderten Bandenmuster 
deutlich wurde. Zusätzlich waren ME7-Prionen stabiler gegenüber proteolytischem 
Verdau, was eine Konsequenz aus den verschiedenen Glykosylierungsstufen sein kann. 
Die Autoren schlussfolgern daraus, dass RML-Prionen aus kleineren und instabilen PrPSc 
Oligomeren zusammengesetzt sind als ME7-Prionen (Thackray et al., 2007). 
Interessanterweise konvertierten besonders diese kleineren Oligomere  PrPC sehr 
effizient, mit zunehmender Größe der PrPSc-Oligomere nahm diese Fähigkeit ab.  (Kim et 
al., 2012). Möglicherweise ist dieses Phänomen auch die Ursache für die in dieser Arbeit 





Während RML- und 22L-Prionen klassischerweise für Infektiositätsstudien genutzt 
werden, gibt es für 79A-Prionen weniger Arbeiten, die für Vergleiche herangezogen 
konnten. Ursprünglich stammen 79A-Prionen aus Hirnmaterial von Scrapie-infizierten 
Schafen, welches zunächst in Ziegen und anschließend in Mäusen passagiert wurde. Da 
sie nie direkt von Schafen entnommen wurden, wird vermutet, dass sie in Ziegen, die an 
sog. „goat-scrapie“ erkrankten, entstanden sind (Dickinson, 1976). Die N2a-Subklone 
(CAD Zellen, LD9 Zellen und PK1 Zellen) ließen sich mit 79A-Prionen infizieren, in diesem 
Zusammenhang fiel eine große Ähnlichkeit zu RML-Prionen auf. Die in dieser Studie 
verwendeten Kriterien bezogen auf die Infizierbarkeit der genannten Zell-Linien sowie die 
Reaktion auf die Prion-Inhibitoren Swainsonine und Kifunensine (Oelschlegel et al., 
2012). Diese Beobachtung deckt sich nicht mit den in dieser Arbeit vorgestellten 
Ergebnissen, die zeigten, dass RK13+PrP-DC Zellen nicht mit 79A-, aber mit RML-
Prionen infiziert werden konnten. Möglicherweise lässt sich dies durch den neuronalen, 
bzw. nicht-neuronalen Ursprung der in der zitierten Studie und in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Zell-Linien erklären.  
Die Fähigkeit von Prionen bestimmte Spezies infizieren zu können, andere jedoch nicht 
ist, ein neben der Existenz der diversen Prionen-Stämme ein weiteres, interessantes 
Kennzeichen dieser Gruppe von Krankheitserregern. Für eine erfolgreiche Umwandlung 
von PrPC zu PrPSc müssen die Sequenz des Wirtproteins und die des von außen 
kommenden PrPSc kompatibel sein. Sequenzunterschiede können wiederum zu 
Konformationsänderungen von PrP führen, womit sich, wie bereits angesprochen, die 
Diversität der Prionstämme, aber auch die selektive Infektiosität von PrPSc erklären lässt 
(Chen and Gambetti, 2002; Jones and Surewicz, 2005; Vanik et al., 2004).  
 
Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigten, dass das Phänomen der 
unterschiedlichen Prionstämme im entwickelten Biolumineszenzassay reproduziert 
werden konnte. Dies eröffnet die Möglichkeit, weitere Aspekte, wie beispielsweise die 
Koinfektion von verschiedenen Prionstämmen zu untersuchen. Bereits seit den 80er 
Jahren ist bekannt, dass eine Koinfekion von Mäusen mit bestimmten Prion-Stämmen zu 
veränderten Inkubationszeiten und PrPSc-Ablagerungsmustern im Vergleich zur 




von „schnelleren“ verlängern (Dickinson et al., 1975; Kimberlin and Walker, 1985). Auch 
neuere Studien zeigten, dass es bei der Infektion eines Wirtstieres mit zwei 
unterschiedlichen Prionstämmen zur Interaktion dieser beiden Stämme kam (Langenfeld 
et al., 2016). Anstatt ähnliche Versuche im Tiermodell durchzuführen, könnten 
verschiedene Prionstammkombinationen schnell und ressourcenschonend im 
Biolumineszenzassay gestestet werden. Eine mögliche therapeutische Relevanz der 
Koinfektion mit Prionstämmen bleibt jedoch abzuwarten. 
 
Eine weitere Anwendungsmöglichkeit wäre die Untersuchung von Zell- und 
Prionstammspezifischen Faktoren im Hinblick auf die Speziesbarriere. Dazu könnte das 
PrP-hGLuc-Konstrukt in weitere nicht-neuronale und neuronale Zelllinien übertragen und 
mit unterschiedlichen Prionstämmen infiziert werden, wobei auch die Ausweitung auf 
humanes oder bovines PrP möglich ist. Darüber hinaus sind bestimmte Polymorphismen 
des Gens für PrP bekannt, die eine Spezies mehr oder weniger anfällig für eine 
Prionerkrankung machen (Baylis and Goldmann, 2004; Collinge et al., 1991; Hauw et al., 
2000; Lee et al., 2001). Beim Design der PrP-Sequenzen könnten diese berücksichtigt 
werden, um ihren Einfluss bei der Infektion mit unterschiedlichen Prionstämmen zu 
untersuchen. Es ist jedoch zu bedenken, dass es sich bei dem vorgestellten Experiment 
mit verschiedenen Prionstämmen um eine akute Infektion handelt, da das infektiöse 
Hirnhomogenat während der gesamten Inkubationszeit und auch der 
Biolumineszenzmessung in Kontakt mit den RK13+PrP-DC Zellen ist. Die Synthese von 
PrPSc in dieser Phase ist hauptsächlich vom PrPSc-Gehalt des Inokulums abhängig und 
führt nicht zwangsläufig zu einer stabilen, persistierenden Infektion, wobei Zell- bzw. 
Prion-spezifische Faktoren, die dies begünstigen, noch nicht geklärt sind (Vorberg et al., 
2004). Prionstämme zeichnen sich auch dadurch aus, dass ihre charakteristischen 
Merkmale wie beispielsweise ihr Glykosylierunsprofil oder die Infektiosität reproduzierbar 
sind und über mehrere Passagen erhalten bleiben. Im Bezug auf den 
Biolumineszenzassay wäre es daher bei zukünftigen Experimenten interessant, die Zellen 
nach akuter Infektion ohne Hirnhomogenat weiter zu kultivieren und dabei regelmäßig das 





4.7 Wirkstoff-Screening basierend auf dem Biolumineszenzassay 
 
Die bisher diskutierten Ergebnisse zeigen, dass der in dieser Arbeit entwickelte 
Biolumineszenzassay genutzt werden konnte, um Aspekte zur PrP-Dimerisierung und 
Aggregation, zum Verhalten unterschiedlicher Prionstämme und zur Wirkung von QA zu 
untersuchen. Im folgenden wird erläutert, dass es zudem möglich war, im Rahmen eines 
Screenings, basierend auf dem Biolumineszenzassay, einen Wirkstoff zu finden, der 
RML-infizierte ScN2a-Zellen kurieren konnte. Prionerkrankungen enden für Mensch und 
Tier unweigerlich tödlich. Obwohl das Wissen, beispielsweise um die Struktur von PrPC 
und PrPSc, die Mechanismen der Umwandlung und Fehlfaltung, die Verbreitung von PrPSc 
oder um mögliche Interaktionspartner, zusehends wächst, gibt es bis heute keine 
Medikamente oder Behandlungsmöglichkeiten. Die Ansätze, daran etwas zu ändern sind 
vielfältig und reichen von in silico, über in vitro bis zu in vivo Studien. Ansatzpunke für 
mögliche Wirkstoffe sind etwa eine Reduktion der PrPC-Konzentration als Substrat für die 
PrPc-PrPSc-Umwandlung, die Inhibierung der PrPC-PrPSc-Interaktion, das infektiöse PrPSc 
selbst oder die Behandlung der von PrPSc ausgelösten Neurodegeneration. Dabei wurden 
einige vielversprechende Wirkstoffe entdeckt. Die Übertragbarkeit von Ergebnissen, die 
im Zellkulturmodel gewonnen wurden, auf in vivo-Versuchsreihen war jedoch nicht immer 
gegeben. QA wirkt, wie bereits erwähnt, sehr effizient gegen PK-resistentes PrPSc in RML-
Infizierten N2a-Zellen (Korth et al., 2001), im Mausmodell konnte jedoch kein Effekt 
beobachtet werden (Collins et al., 2002; Doh-ura et al., 2004).  Pentosan Polysulphat 
(PPS) aus der Gruppe der Glycoaminoglycane wirkte auf Zellebene (Caughey et al., 1994; 
Caughey and Raymond, 1993) sowie in Prion-infizierten Mäusen (Doh-ura et al., 2004; 
Ehlers and Diringer, 1984) bei der Anwendung an CJD-Patienten war PPS jedoch 
wirkungslos.  Einer der vielversprechendsten Ansätze scheint zurzeit die Immunisierung 
mit PrP-Antikörpern zu sein, da sie, wenn zu einem frühen Stadium der Infektion damit 
begonnen wird, das Einsetzten von neurologischen Symptomen bei Mäusen verzögern 
konnte (Trevitt and Collinge, 2006; White et al., 2003). Der einzige Ansatz, den Ausbruch 
der Erkrankung zu verhindern besteht im „Knock-out“ von PrPC (Mallucci et al., 2003). Für 
die klinische Anwendung hat dies jedoch zur Zeit kaum Relevanz. In beiden zuletzt 
vorgestellten Ansätzen wird bereits auf die PrPC-Konzentration im Infektionsprozess 




Screenings war es, zuerst Wirkstoffe zu finden, die die Dimerisierung von PrPC inhibieren 
und anschließend die effektivsten Kandidaten auf infizierten ScN2a Zellen zu testen. 
Hinsichtlich der praktischen Handhabung hat diese Herangehensweise den Vorteil, dass 
zunächst ohne infizierte Zellen, also auf S1-Ebene, gearbeitet wird. Erst zu einem 
späteren Zeitpunkt und mit stark eingegrenzter Anzahl an Wirkstoffen werden infizierte 
Zellen benötigt. Von 1650 Wirkstoffen wirkten 167 spezifisch auf PrPC-Dimere, indem sie 
das Biolumineszenzsignal im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle senkten, ohne 
toxisch zu sein oder Nebenwirkungen, beispielsweise auf das Substrat, zu zeigen. Die 13 
effektivsten Dimer-Inhibitoren wurden auf ScN2a-Zellen getestet. In zukünftigen 
Experimenten könnte die Anzahl jedoch noch ausgeweitet werden. Einer dieser 13 
Wirkstoffe, JTC-801, war wirksam gegen PK-resistentes PrPSc bei RML-infizierten ScN2a 
Zellen. Als EC50 wurde eine Konzentration von 383 nM bestimmt, zum Vergleich dazu 
liegt die EC50 von QA bei 300 nM (Korth et al., 2001). Somit ist JTC-801 in Bezug auf die 
Wirkung gegen RML-Prionen ähnlich sensitiv wie QA. JTC-801 und QA besitzen beide 
einen Quinolin-Ring und gehören zur Gruppe der Quinolin-Derivate. Die Effektivität der 
Anti-Prion-Wirkung ist dabei abhängig von der Struktur des Quinolin-Rings: Quinolin-
Derivate mit einer Seitenkette an Position 2 des Qunolin-Rings sind effektiver als 
Chemikalien, die eine Seitenkette an der vierten Position haben. Ein Austausch des 
Quinolin-Rings durch einen Pyridin-Ring führte ebenfalls zu einer geringeren Effektivität 
(Murakami-Kubo et al., 2004). Somit kann durch gezielte Austauschreaktionen eine 
Optimierung der Effektivität von Wirkstoffen vorgenommen werden. Diese bezieht sich 
allerdings auf die im Zellkulturmodell bestimmte EC50, also die Wirkstoffkonzentration im 
Zellkulturmedium, die einen halbmaximalen Effekt hervorruft. In vivo-Systemen müssen 
jedoch pharmokokinetische Aspekte berücksichtigt werden, etwa der Unterschied 
zwischen der Gesamtwirkstoffkonzentration und der freiverfügbaren 
Wirkstoffkonzentration. Eine mögliche Erklärung für die Wirkungslosigkeit von QA in CJD-
Patienten und Scrapie-infizierten Schafen ist, dass es selbst bei toxischen verabreichten 
Konzentrationen von QA nicht möglich ist, eine Konzentration von 300 nM im Liquor zu 
erreichen (Gayrard et al., 2005). Die gleiche Studie fand auch heraus, dass QA die Blut-
Hirn-Schranke überwindet und sich im Gehirn in den Lysosomen anreichert. 
Möglicherweise ist die QA-Konzentration nicht der limitierende Faktor, sondern der 




übertragen werden kann. Bei Langzeit-QA-Behandlung von Mäusen und teilungs-
inhibierten Zellen kam es zudem zur Bildung von QA-resistenten PrPSc , das im Vergleich 
zu unbehandeltem PrPSc eine geringere Stabilität seiner Konformation aufwies 
(Ghaemmaghami et al., 2009). Eine Subpopulation von QA-resistentem PrPSc könnte ein 
weiterer Grund für die Ineffektivität von QA in vivo sein. Auch die im Rahmen dieser Arbeit 
vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass QA spezifisch auf PrPSc wirkte, da eine 
QA-Behandlung von nicht-infizierten RK13+PrP-DC Zellen keinen Einfluss auf die PrP-
Dimerisation hatte; JTC-801 wirkte dagegen bereits auf Dimerebene. JTC-801 ist ein 
Antagonist des Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptors und ist damit hirngängig. Im 
Tierversuch zeigte JTC-801 eine schmerzlindernde Wirkung (Shinkai et al., 2000; 
Yamada et al., 2002). Da aus diesem Zusammenhang schon Daten zur Dosierung für 
Mausversuche existieren, wäre es denkbar JTC-801 in Prion-infizierten Mäusen zu testen. 
Am Beispiel der zuvor diskutierten Anti-Prion-Wirkstoffe zeigt sich jedoch deutlich, dass 
Wirkstoffe, die auf Zellkulturebene effektiv sind, nicht automatisch auch in vivo wirken. Die 
Wirksamkeit der Wirkstoffe bezog sich, wie in den zitierten Zellkulturstudien, auch in 
dieser Arbeit auf die Effektivität gegenüber PK-resistentem PrP. Wie bereits zu Beginn 
der Diskussion angesprochen, ist PK-resistentes PrPSc zwar eng mit Prionerkankungen 
assoziiert, bei CJD oder FFI existieren jedoch auch PK-sensitive, lösliche PrP-Oligomere 
und eine geringe Menge an PK-resistentem PrPSc  (Cronier et al., 2008; Jackson et al., 
2009; Pastrana et al., 2006; Sajnani et al., 2012; Tzaban et al., 2002).  Daher war die Idee 
der vorliegenden Arbeit, ein Testverfahren  zu entwickeln, das unabhängig von PK-
resistentem PrPSc PrP-Dimere detektieren kann. Auch zeigt eine kürzlich veröffentlichte 
Studie, dass die protektive Wirkung des V127-Polymorphismus des Prionproteins darin 
besteht, die PrP-Dimerisierung und damit auch die Bildung von stabilen Fibrillen zu 
erschweren (Zhou et al., 2016). Dies spricht für die zugrunde liegende Idee, bei der Suche 
nach Anti-Prion-Wirkstoffen bereits PrP-Dimere mit einzubeziehen, da die Dimerisation 
















BCA Bicinchoninic acid 
bp Basenpaare 
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 









DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (engl.: deoxyribonucleic acid) 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
FACS Fluorescence activated cell sorting 







HD Hydrophobe Domäne 
hGLuc Humanisierte Gaussia Luziferase 
IRES Internal ribosomal entry site 
kDa Kilodalton 
LB-Medium Lysogeny Broth-Medium 
mA Milli-Ampere 
MEM Minimum Essential Medium 
min Minute(n) 
mM Millimolar 




N2a Zellen murine Neuroblast-Zellen 
NGS Normal goat serum 





p Wahrscheinlichkeit (engl.: probability) 
P Prolin 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
PCA Protein-fragment complementation assay 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
Pen/Strep Penizillin/Streptomyzin 
PFA Paraformaldehyd 
PK Proteinase K 
Prion Proteinaceous infectious particle 
PrP Prion-Protein 
PrPC zelluläres Prion Protein 
PrPSc Scrapie Prion Protein 
Q Glutamin 
RK13-Zellen 
Nierenepithelzellen von Kaninchen (Rabbit kidney epithelial 
cells) 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
rpm Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
ScN2a-Zellen prioninfizierte N2a-Zellen 




TBS Tris-gepufferte Salzlösung 
TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit 0,05% Tween-20 






WB Western Blot 















Prionenerkrankungen wie z. B. die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit bei Menschen oder die 
Bovine Spongiforme Encephalopathie (BSE) bei Rindern gehören zu den 
neurodegenerativen Erkrankungen. Grundlage aller Prionen-Krankheiten ist das zelluläre 
Prion-Protein (PrPC) und die infektiöse Isoform PrPSc, die im Gegensatz zu PrPc vermehrt 
-Faltblattstrukturen und Aggregate formt. Es gibt Hinweise darauf, dass PrPc Dimere 
bilden kann und diese eine Grundlage für die Entstehung von PrPSc-Aggregaten sein 
könnten. Um die Dimerisierung von PrP zu untersuchen, wurden zwei Fusionsprodukte 
aus PrP mit der N- bzw. C-terminalen Hälfte von Gaussia Luziferase kloniert, die an der 
Oberfläche von RK13 Zellen exprimiert wurden. RK13 Zellen exprimieren endogen kein 
PrPC. Dimerisierte PrPC an der Oberfläche von transfizierten RK13 Zellen, 
komplementierten sich beide Luziferasehälften und wurden biolumineszent. Die 
Dimerisierung von PrPC konnte mit Antikörpern, die gegen die zentrale Region von PrPC 
gerichtet waren, blockiert werden. Dies zeigte, dass die zentrale Region für die 
Dimerisierung von PrPC eine wichtige Rolle spielte. Eine Infektion der RK13-Zellen mit 
Hirnhomogenat erkrankter Mäuse, die sechs verschiedene mausadaptierte Prionstämme 
beinhalteten, führte zu einem Anstieg des Biolumineszenzsignals, während 
Hirnhomogenat gesunder Tiere keine Auswirkungen auf das Biolumineszenzsignal hatte. 
Die Behandlung mit dem Antiprion-Wirkstoff Quinacrine führte nur bei den infizierten 
Zellen zu einer Reduktion des Biolumineszenzsignals. 
Darüberhinaus wurde die Biolumineszenzuntersuchung dazu genutzt, Wirkstoffe zu 
identifizieren, die gegen Prionen wirksam sein könnten. Dazu wurde eine Sammlung von 
1650 Wirkstoffen verwendet. Wirkstoffe, die ohne toxisch zu sein, die Dimerisierung von 
PrPC inhibierten, wurden an prioninfizierten N2a-Zellen auf ihre Wirksamkeit untersucht, 
diese Zellen von PrPSc zu bereinigen. Dabei wurde der Wirkstoff JTC-801 identifiziert, der 
bereits in nanomolaren Konzentrationen die PrPSc-Menge in den infizierten Zellen senken 
konnte. 
Die mithilfe der Biolumineszenzuntersuchung erhobenen Ergebnisse zeigten, dass PrP 
an der Zelloberfläche als Dimer vorlag, wobei die Zentrale Region des Proteins im 
Prozess der Dimerisierung eine wichtige Rolle spielte. Eine Prioninfektion der RK13-




untersuchung konnte zudem genutzt werden, einen Wirkstoff zu identifizieren, der 
prioninfizierte N2a-Zellen von PrPSc bereinigen konnte. Daraus könnte abgeleitet werden, 
dass die Dimerisierung von PrPC einen zentralen Schritt bei der Umwandlung von PrPC 

































Prion diseases like Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) are fatal neurodegenerative 
disorders that are triggered by misfolding of the cellular prion protein (PrPC) to an 
infectious isoform rich in β-sheet structure termed PrPSc. There are evidence that PrPC 
possibly forms dimers indicating that dimerization of PrPC may be an essential 
intermediate step for the formation of PrPSc aggregates upon infection. 
To study PrP dimerization and PrP aggregation upon infection, a bimolecular 
complementation assay was developed using RK13 cells that lack endogenous PrP 
expression and stably expressed two fusion constructs between PrP and each half of split 
Gaussia luciferase. In these cells bioluminescence only occured when PrP dimerized or 
aggregated and the two split luciferase halves complemented each other. 
Using a panel of eight antibodies directed against different PrP domains, the central 
domain of PrPC was identified to be critical for dimerization.  
Unlike normal brain homogenate infection of RK13 cells with brain homogenates from 
diseased animals containing six different mouse-adapted prion strains, RML, 22L, ME7, 
87V, 79A, and 22A, lead to an increase in bioluminescence. In contrast, treatment of 
chronically infected but not uninfected RK13 cells with the anti-prion compound quinacrine 
reduced bioluminescence.  
Finally, a compound-screening with a compound library including 1650 bioactive 
compounds based on the bimolecular complementation assay identified JTC-801 as one 
compound that inhibited PrPC-dimerization. Treatment of ScN2a cells with JTC-801 
reduced PrPSc levels in these cells at nanomolar concentrations. 
Overall, these results showed that PrPC clearly dimerizes in cells and that prion infection 
led to increased bioluminescence in the newly developed bimolecular complementation 
assay. The identification of JTC-801 as a bioactive compounds that inhibited PrPC-
dimerization and reduced PrPSc-levels in ScN2a cells at nanomolar concentrations 
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